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W  tym Zeszycie

W „Postępach Biologii Komórki” ukazało się kilka artykułów na temat 
apoptozy: t. 22, 247, 1995; t. 23, 299, 1996; t.24, 561, 1997. Kolejny 
artykuł znajdzie Czytelnik na stronie 315 obecnego zeszytu.

Septyny stanowią rodzinę białek występujących w komórkach wszy
stkich dotychczas przebadanych eukariontów. Białka te zdają się być 
zaangażowane w cytokinezę, ale także w inne procesy, takie jak np. 
gojenie rany czy przywieranie komórek do podłoża w punktach adhezji 
(artykuł na str. 335).

Wirusy Papilloma (PV), szczególnie ludzkie wirusy PV, są badane w 
wielu ośrodkach na świecie. Wiąże się to z udziałem tych wirusów w 
patogenezie schorzeń skóry, błon śluzowych jamy ustnej i gardła oraz 
narządów płciowych. W genomie wirusów można wyróżnić region 
wczesny (E) kodujący białka niezbędne w transformacji nowotworowej 
komórek gospodarza. Bliższe szczegóły znajdzie Czytelnik na str. 379.

W artykule na str. 403 Autor dyskutuje mechanizm rozdzielania par 
chromatyd w mitozie albo par chromosomów homologicznych w mejo- 
zie. Mechanizm ten wyklucza możliwość, że dwaj partnerzy jednej pary 
przejdą do tego samego bieguna wrzeciona mitotycnego. Proste sche
maty w tekście ułatwiają zrozumienie doświadczeń cytowanych auto
rów.

W badaniach nad adaptacją do stresu oksydacyjnego u drożdży wyka
zano ogromną różnorodność możliwych dróg odpowiedzi komórkowej 
(przegląd na str. 429). Są one w wielu miejscach zbieżne z reakcjami 
na inne toksyczne czynniki i niekorzystne warunki.

Na stronie 449 Czytelnik znajdzie kolejny artykuł o Rysbazach -  rybo- 
nukleazach o specjalnym działaniu biologicznym u zwierząt i ludzi 
(poprzedni artykuł był w PBK t. 25, 51, 1998). Przez chemiczne sprzę
żenie RN-az z przeciwciałami otrzymuje się immunotoksyny o wybiór
czej cytotoksyczności w stosunku do komórek. Angiogenina jest 
homologiem trzustkowej RN-azy i pobudza proliferację naczyń krwio
nośnych.
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APOPTOZA -  ŚM IERĆ W ARUNKUJĄCA ŻYCIE

APOPTO SIS -  D EA TH  AS CO ND ITIO N OF LIFE

Tomasz MOTYL

Katedra Fizjologii Zwierząt, Wydział Weterynaryjny SGGW, Warszawa

Streszczenie: Pomimo licznych badań, molekularny mechanizm apoptozy wciąż nie jest dobrze poznany. 
Proces apoptozy może być podzielony na trzy następujące po sobie fazy: wzbudzenia, wykonawczą i 
zniszczenia. O ile faza wzbudzenia zależy od czynnika wywołującego apoptozę, to fazy: wykonawcza i 
zniszczenia wydają się być wspólne dla wszystkich procesów apoptotycznych. W niniejszym artykule 
skupiono uwagę przede wszystkim na mechanizmie i regulacji apoptozy na podstawie danych literatu
rowych i częściowo własnych obserwacji. Te ostatnie dotyczyły głównie roli białek z rodziny Bcl-2 w 
regulacji apoptozy oraz wpływu hormonów, czynników wzrostowych, reaktywnych form tlenu oraz 
głodzenia na ekspresję bcl-2 i bax w różnych typach komórek, np. mysiej białaczce limfatycznej linii 
L1210, nabłonku gruczołu mlekowego myszy linii HC11, mioblastach szczurzych linii L6.

Słowa kluczowe: apoptoza, programowana śmierć komórki, czynna śmierć komórki, Bcl-2

Summary: In spite of many studies, the molecular mechanism of apoptosis still remains obscure. The 
process of apoptosis can be subdivided into three different phases: initiation, effector and degradation. 
Whereas the initiation stage depends on the type of apoptosis-inducing factor, the effector and degradation 
stages are common to all apoptotic processes. In this article the attention was focused on the mechanism 
and regulation of apoptosis basing on literature data and partially on own observations. The latter 
concerned mainly the role of Bcl-2 family proteins in the regulation of apoptosis and the influence of 
hormones, growth factors, reactive oxygen species and starvation on bcl-2 and bax expression in various 
cell types i.e. mouse lymphocytic leukaemic cell line LI 210, mouse mammary epithelial cell line HC11, 
rat skeletal myoblast L6.

Key words: Apoptosis, programmed cell death, active cell death, Bcl-2

Apoptoza jest fizjologiczną, programowaną, czynną, samobójczą bądź altrui- 
styczną śmiercią komórki. Te synonimy bywają stosowane zamiennie w literaturze 
naukowej i popularnonaukowej. Nazwa wywodzi się z greckiego źródłosłowu apo-

*Niniejsza praca została sfinansowana z grantu KBN nr 50102020030
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314 T. MOTYL

ptosis, co oznacza spadanie lub opadanie, tak jak opadanie płatków kwiatowych 
lub też liści z drzew jesienią. Termin ten został zaproponowany przez australij- 
sko-szkocką grupę badaczy: Kerra, Wyllie i Currie w 1972 r. dla podkreślenia 
naturalnego, fizjologicznego charakteru tego zjawiska. Po tym odkryciu nastąpiła 
dziesięcioletnia, względna cisza w literaturze naukowej. Renesans badań nad apo- 
ptozą nastąpił w latach osiemdziesiątych, lecz prawdziwa eksplozja prac w tym 
zakresie to lata dziewięćdziesiąte, a zwłaszcza 1995 i 1996 r., w których zanotowano 
po kilka tysięcy publikacji związanych tematycznie z tym fenomenem. Jest to w 
tej chwili chyba najmodniejszy i najlepiej finansowany temat w naukach przy
rodniczych. Odkrycie apoptozy pozwoliło na osiągnięcie nowej jakości w poznaniu 
biologii komórki, otwierając nowe możliwości dla interpretacji starych badań i 
dynamicznego rozwoju nowych. Ogromna liczba prac z zakresu apoptozy i uznanie 
wielu danych za ogólnie przyjęte stanowią przyczynę skąpego cytowania w ni
niejszym opracowaniu, ograniczającego się wyłącznie do kluczowych bądź naj
nowszych pozycji.

WYSTĘPOWANIE I FIZJOLOGICZNE ZNACZENIE 
APOPTOZY

Apoptoza jest procesem przeciwstawnym w stosunku do mitozy i wspólnie z 
nią decyduje o liczbie komórek w każdej populacji. Wynika stąd ogromne znaczenie 
apoptozy w embriogenezie, wzroście i rozwoju narządów oraz ich inwolucji. Kla
sycznym przykładem programowanej śmierci komórki u zwierząt niższych jest apo
ptoza 131 komórek spośród 1090 początkowych, podczas rozwoju nicienia 
Caenorhabditis elegans. U tego jednomilimetrowego organizmu poznano wszystkie 
kluczowe geny, których białkowe produkty uczestniczą w regulacji apoptozy (patrz 
Mechanizm i regulacja apoptozy). Innym typowym przykładem apoptozy w rozwoju 
kręgowców niższych jest śmierć komórek ogona kijanki w procesie metamorfozy. 
Istnieje wiele przykładów apoptozy w rozwoju osobniczym ssaków, w tym także 
człowieka, m.in.: śmierć blisko połowy neuronów powstających w trakcie embrio- 
genezy w rozwoju układu nerwowego, apoptotyczna śmierć komórek soczewki 
oka w czasie jej kształtowania czy zanik błony pławnej między palcami u zarodka 
ludzkiego. W życiu postnatalnym występuje: apoptoza keratynocytów skóry, ko
mórek krypt jelitowych, komórek endometrium macicy w czasie menstruacji, ko
mórek nabłonka wydzielniczego gruczołu mlekowego w trakcie inwolucji, 
spermatogonii podczas różnicowania oraz uszkodzonych plemników, limfocytów 
T nie wytwarzających funkcjonalnego receptora lub atakujących własne tkanki, 
a także pobudzonych limfocytów T z chwilą zaniku infekcji.
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APOPTOZA 315

Należy podkreślić kluczową rolę apoptozy w eliminacji komórek uszkodzonych, 
zmutowanych i preneoplastycznych, których tysiące powstają każdego dnia w or
ganizmie człowieka i zwierzęcia. Komórki z uszkodzonym DNA podlegają za
trzymaniu w fazie Gj cyklu komórkowego i o ile nie zostanie usunięty defekt 
genetyczny, włączają program samounicestwienia. Wraz ze starzeniem się organizmu 
zdolność wywoływania apoptozy maleje i komórki zmutowane wchodzą w cykl 
komórkowy dając nieprawidłowe potomstwo. Wyjaśnia to przynajmniej częściowo 
nasilenie nowotworzenia w starszym wieku. Na podstawie poniższych danych można 
z całym przekonaniem stwierdzić, iż apoptoza jako śmierć jednostkowa jest do
brodziejstwem dla organizmu wielokomórkowego, pozwalającym na jego przeżycie 
i rozwój. Nie jest więc przesadne stwierdzenie: „śmierć warunkująca życie” użyte 
w tytule niniejszego opracowania.

JAK WYKRYĆ APOPTOZĘ? 
KRYTERIA MORFOLOGICZNE I MOLEKULARNE

Nasuwa się pytanie: dlaczego przez tyle lat nie potrafiono rozpoznać i zdefiniować 
tego kluczowego dla życia zjawiska? Spośród najbardziej prawdopodobnych przy
czyn należy wymienić: występowanie apoptozy w pojedynczych, rozproszonych 
komórkach, duża szybkość tego procesu, brak reakcji zapalnych oraz skrzętne uprzą
tanie komórek podlegających apoptozie przez makrofagi.

Dotychczas nie osiągnięto porozumienia co do definicji apoptozy, co wynika 
z bardzo dużej liczby czynników i dróg prowadzących do tej formy śmierci ko
mórkowej. Zgodnie z klasyczną definicją zaproponowaną jeszcze przez Kerra i 
wsp. [17] apoptoza stanowi zespół zmian biochemicznych i morfologicznych wy
stępujących w umierającej komórce. Apoptoza, jako śmierć czynna wymagająca 
w swym przebiegu syntezy RNA i białka, jest alternatywną formą śmierci w 
stosunku do martwicy, która jest śmiercią przypadkową -  bierną.

Martwica powstaje w wyniku oddziaływania na komórkę bodźców uszkadza
jących, np. chemicznych czy fizycznych, prowadzących zawsze do zniesienia in
tegralności błony komórkowej. W wyniku tego dochodzi do zaburzenia homeostazy 
komórkowej (izoosmii, izojonii, izohydrii), pęcznienia komórki i organelli, w na
stępstwie ich destrukcji i wydostawania się zawartości poza komórkę, co w kon
sekwencji prowadzi do reakcji zapalnych. Apoptoza w porównaniu z martwicą 
jest śmiercią cichą, która w organizmie wielokomórkowym nie pozostawia śladu 
po sobie. Przede wszystkim komórka, która spontanicznie włączy program śmierci 
bądź została zmuszona do tego, oddziela się od pozostałych komórek i obkurcza 
się tracąc pewną ilość wody. Stąd pochodzi pierwotna nazwa apoptozy -  shrinkage 
necrosis. Na powierzchni komórki pojawiają się liczne pofałdowania, które pod
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316 T. MOTYL

RYSUNEK 1. Zmiany morfologiczne komórek mysiej białaczki limfatycznej linii L I210 poddanych 
48-godzinej inkubacji z TGF-(3] (1 ng/ml): a -  kondensacja chromatyny i jej marginacja w pobliżu błony 
jądrowej; b -  obkurczenie komórki, zagęszczenie cytoplazmy i pyknoza jądra; c, d -  fragmentacja jądra 
komórkowego i wtórne zmiany w cytoplazmie i organellach (mikroskop elektronowy transmisyjny; 
powiększenie 5000x)
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APOPTOZA 317

mikroskopem skaningowym wyglą
dają jak bąbelki w czasie gotowania.
Jednocześnie dochodzi do zmian w 
chromatynie jądrowej polegającej na 
jej zagęszczeniu  oraz dalszego 
zmniejszania objętości komórki. Za
gęszczona chromatyna gromadzi się 
początkowo w pobliżu błony jądro
wej (rys. 1 a), po czym zaczyna wy
pełniać całe jądro, które staje się 
pyknotyczne (rys. Ib). Cytoplazma 
jest zbita, z gęsto upakowanymi or
ganellami. W dalszym etapie destru
kcji apoptotycznej dochodzi do 
fragmentacji jądra komórkowego 
(rys. lc) oraz powstawania tzw. ciał 
apoptotycznych, zbudowanych z 
fragmentów zagęszczonej chromaty- 
ny i cytozolu, otoczonych szczelnie 
błoną komórkową. Dzięki dodatko
wym wiązaniom pomiędzy białkami 
błonowymi tworzy się nierozpusz
czalna osłona stabilizująca integral
ność  n a jp ie rw  ca łe j kom órk i 
apoptotycznej, a później ciał apopto
tycznych, nie pozwalająca na wydo
stawanie się zawartości komórki na
zewnątrz i powstawanie odczynów RYSUNEK 2. Fragmentacja DNA komórek mysiej bia- 
zapalnych. W warunkach fizjologi- łączki limfatycznej linii LI210 poddanych48-godzinnej 
cznych komórki podlegające apopto- inkubacji z TGF-|3i: M -X DN A  EcoRI Hind III (marker 

. . wielkości); 1 -  pożywka kontrolna (2% FCS/RPMI-
zie są fagocytowane me pozostawia- 1640); 2 -  pożywka kontrolna + TGF-(3i (1 ng/ml)
jąc  po sobie żadnego śladu. W
warunkach sztucznych, jakimi są hodowle komórkowe, wobec braku komórek fago- 
cytujących komórki apoptotyczne ulegają wtórnej martwicy (rys. Id).

Do molekularnych kryteriów pozwalających na odróżnienie apoptozy od nekrozy 
jest fragmentacja DNA, którą można wykryć w postaci charakterystycznej „drabinki” 
fragmentów DNA zawierających 180-200 par zasad i wielokrotność tej liczby, 
stosując elektroforezę DNA na żelu agarozowym lub poliakrylamidowym. Na ry
sunku 2 przedstawiono fragmenty DNA izolowanego z komórek białaczki mysiej 
linii L I210 poddanych oddziaływaniu TGF-(3| -  transformującego czynnika wzro
stowego [3]. Martwica w odróżnieniu od apoptozy przejawia się przypadkową frag-

http://rcin.org.pl



RYSUNEK 3. a -  nasilona apoptoza komórek mysiej białaczki limfatycznej linii L I210, utrzymywanych 
przez 48 h w pożywce RPMI-1640 pozbawionej FCS (komórki barwiono DAPI i sulforodaminą); b,c -  
apoptoza i wtórna martwica komórek nabłonka gruczołu mlekowego myszy linii HC11 poddanej oddziały
waniu DFMO -  inhibitora ODC przez 24 h w pożywce 10% FCS/DMEM (DNA komórek żywych i 
apoptotycznych zachowujących integralność błony komórkowej wybarwiony został fluorochromem Hoechst 
33342, dającym w świetle UV niebieską fluorescencję, natomiast DNA komórek wykazujących cechy późnej 
apoptozy i martwicy wybarwiony został jodkiem propydyny dającym czerwoną fluorescencję w świetle UV); 
d -  reaktywne formy tlenu w komórkach mysiej białaczki limfatycznej linii LI 210 poddanych działaniu 
AAPH (2mM) -  inicjatora wolnego rodnika nadtlenkowego przez 1 h (zielonożółta fluorescencja powstała 

w wyniku utleniania dioctanu 6-karboksy- 2’7’-dichlorodihydro-fluoresceiny)
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APOPTOZA 319

RYSUNEK 4. Histogramy DNA kultury komórek mysiej białaczki limfatycznej linii L I210 utrzymy
wanych przez 48 h w pożywce RPMI-1640 bez FCS (komórki prezentowane na rys. 3a): a -  komórki 
niepłukane, b -  komórki płukane buforem fosforanowo-cytrynianowym (pH = 7,8, 30 min)

mentacją DNA, co daje na elektroforogramie smugę równomiernie rozsmarowanych 
fragmentów DNA. Jednakże nie we wszystkich przypadkach apoptozy można za
obserwować międzynukleosomalną fragmentację DNA (180-200 par zasad). Często 
z niewiadomych przyczyn komórka poprzestaje na pocięciu DNA na duże odcinki: 
300 i 50 tys. par zasad. Tego typu fragmentacji nie można wykryć elektroforezą 
tradycyjną, tylko pulsacyjną [30, 40].
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320 T. MOTYL

Fragmentacja DNA w procesie apoptozy jest przyczyną zmniejszonej jego za
wartości w komórce, co wykorzystano do ilościowej oceny apoptozy, stosując pomiar 
fluorescencji DNA związanego z fluorochromami metodą cytometrii przepływowej. 
Na rysunku 3a przedstawiono zdjęcie z mikroskopu fluorescencyjnego komórek 
białaczki mysiej linii L I210 głodzonych przez 48 godzin, w których DNA zostało 
następnie wybarwione diamidino-2-fenyloindolem (DAPI), natomiast białko -  sul- 
forodaminą. Nasilona apoptoza widoczna na zdjęciu została przedstawiona ilościowo 
na histogramie DNA w postaci hipodiploidalnego szczytu „sub-Gj”, odzwiercied
lającego komórki o najmniejszej koncentracji DNA (rys. 4a). W przypadku gdy 
apoptoza dotyczy komórek znajdujących się w fazie S, a zwłaszcza G2 cyklu ko
mórkowego, szczyt „sub-Gj” może nie oddzielać się od Gj, lecz wręcz nakładać 
się na niego. Aby tego uniknąć i uzyskać odpowiedni rozdział komórek apopto- 
tycznych od komórek w fazie G1? stosuje się wypłukiwanie fragmentów DNA z 
komórek podlegających apoptozie buforem fosforanowo-cytrynianowym (rys. 4b). 
Zgodnie z Darzynkiewiczem i wsp. [7] metoda ta pozwala na równoczesną ocenę 
ilościową apoptozy i cyklu komórkowego z zastosowaniem cytometrii przepływowej 
oraz fragmentacji DNA z zastosowaniem technik elektroforetycznych. Metodą po
zwalającą na ilościową ocenę komórek żywych oraz komórek o cechach wczesnej 
i późnej apoptozy oraz martwicy jest barwienie jodkiem propidyny (DNA i RNA 
komórek martwych) oraz fluorochromem Hoechst 33342, barwiącym DNA komórek 
żywych i apoptotycznych, lecz z różną intensywnością (rys. 3b,c).

Metodą cytometrii przepływowej można również wykrywać pęknięcia łańcucha 
DNA charakterystyczne dla apoptozy przez wbudowywanie dUTP sprzężonego z 
fluoresceiną lub digoksygeniną w łańcuch DNA w miejscach pęknięć, przy za
stosowaniu terminalnej transferazy lub polimerazy DNA [9].

Opisane powyżej zmiany w strukturze DNA i metody ich wykrywania odnoszą 
się do ostatniej -  destrukcyjnej fazy apoptozy. Metodą pozwalającą na wcześniejszą 
diagnostykę apoptozy jest wykrywanie fosfatydyloseryny na powierzchni błony ko
mórki. W zdrowej komórce fosfatydyloseryna wbudowana jest wyłącznie w we
wnętrzną warstwę błony komórkowej. Sygnał apoptotyczny powoduje przeniesienie 
tego fosfolipidu na powierzchnię, przez co komórka może być rozpoznana przez 
makrofaga i sfagocytowana. Do wykrywania fosfatydyloseryny na powierzchni błony 
komórkowej wykorzystywana jest, zależna od Ca“"1’, aneksyna V sprzęgnięta np. 
z fluoresceiną.

Bardzo charakterystycznym objawem efektorowej fazy apoptozy jest spadek mito- 
chondrialnego potencjału transbłonowego (A^m), co prowadzi do uwolnienia czyn
nika indukującego apoptozę (AIF) z mitochondriów [18]. Zmiany AHAn mogą być 
wykryte przez zastosowanie kolejnego fluorochromu -  rodaminy 123, która gromadzi 
się w mitochondriach żywych komórek przy wysokim A^m. Spadek AH^m w czasie 
apoptozy prowadzi do zmniejszenia koncentracji rodaminy 123 w mitochondriach,
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co przejawia się obniżeniem intensywności zielonej fluorescencji w odczycie cyto- 
metrycznym.

Wielu procesom apoptotycznym towarzyszy wzrost koncentracji reaktywnych 
form tlenu (ROS -  reactive oxygen species) w komórce, co można wykryć badając 
utlenianie dioctanu 6-karboksy-2’7’-dichlorodihydrofluoresceiny przez zmiany in
tensywności jego fluorescencji (rys. 3d).

CZYNNIKI WYWOŁUJĄCE APOPTOZĘ

Apoptoza wywoływana jest przez dużą liczbę czynników zróżnicowanych za
równo jakościowo, jak też pod względem sposobu oddziaływania na komórkę. Po
mimo olbrzymiej ilości prac, nie powstał dotychczas ogólnie przyjęty podział 
czynników wywołujących apoptozę. W niniejszym opracowaniu zaproponowano 
ich podział na cztery grupy:

1) hormony i cytokiny,
2) deficyt czynników wzrostowych i troficznych,
3) czynniki cytotoksyczne,
4) czynniki fizyczne.
Spośród hormonów należy wymienić hormony tarczycy, odgrywające prawdo

podobnie znaczącą rolę w apoptozie komórek ogona kijanki w czasie metamorfozy 
płazów bezogoniastych, jak również glikokortykoidy -  klasyczne induktory apoptozy 
w tymocytach czy splenocytach. Wśród cytokin wzbudzających apoptozę najbardziej 
poznaną jest rodzina TNF (czynnika martwicy nowotworu), a także wszędobylski 
TGF-(3|, zmuszający do apoptozy przede wszystkim komórki nabłonkowe, śród- 
błonkowe, limfoidalne, hepatocyty oraz komórki prekursorowe krwinek.

Apoptoza wzbudzona głodzeniem komórki może wynikać z głodu niespecy
ficznego, jakim jest pozbawienie komórki większości czynników wzrostowych i 
odżywczych, przy czym może być to głód bezwzględny, np. długotrwałe wyeli
minowanie FCS z pożywki, oraz głód względny wynikający z przegęszczenia po
pulacji. Apoptoza może być również wzbudzana w warunkach głodu specyficznego, 
odnoszącego się do konkretnej cytokiny lub czynnika wzrostowego, np. apoptoza 
neuronów przy braku NGF lub apoptoza komórek szpikowych linii 32D i Mj po 
usunięciu z pożywki odpowiednio IL-3 i IL-6.

Do czynników cytotoksycznych wywołujących apoptozę można zaliczyć per- 
foryny oraz granzymy A i B -  serynowe proteazy wydzielane przez cytotoksyczne 
limfocyty T. Apoptozę wywołuje wiele inhibitorów enzymów m.in.: kamptotecyna, 
etopozyd, topotekan, mitoksantron -  inhibitory topoizomeraz I i II, H-7 -  inhibitor 
kinazy białkowej C (PKC), oc-difluorometyloornityna (DFMO) -  inhibitor dekar- 
boksylazy ornitynowej (ODC). Wywoływanie apoptozy jest także celem stosowania
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RYSUNEK 5. Schematyczne przedstawienie molekularnego mechanizmu apoptozy i podstaw jego regulacji
(objaśnienia w tekście)
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leków cytostatycznych w chemioterapii nowotworów, np. antracyklin (adriamycyny, 
daunomycyny, doxorubicyny). Do czynników cytotoksycznych należy zaliczyć także 
ROS, które per se mogą indukować apoptozę lub też mogą być mediatorami apoptozy 
wywoływanej przez inne czynniki (promieniowanie jonizujące, hipertermię, TGF-(3|, 
TNFa, antracykliny).

Do czynników fizycznych wzbudzających apoptozę można zaliczyć promie
niowanie jonizujące, hipertermię, a także naprężenia hydrodynamiczne. Te ostatnie 
mogą mieć istotne znaczenie dla przeżywania komórek w bioreaktorach.

MOLEKULARNY MECHANIZM APOPTOZY 
I JEGO REGULACJA

W procesie apoptozy można wyróżnić trzy fazy: wzbudzenia, wykonawczą oraz 
zniszczenia [18]. Bardzo ogólny schemat przebiegu apoptozy z uwzględnieniem 
powyższych faz przedstawiono na rysunku 5.

Faza wzbudzenia

Duża liczba czynników wywołujących apoptozę oraz ich różnorodność jest przy
czyną istnienia wielu indywidualnych dróg wzbudzenia tego procesu. Trudno je 
opisywać oddzielnie, stąd też w niniejszym opracowaniu posłużono się tylko nie
którymi, najbardziej charakterystycznymi bądź poznanymi przykładami. Ciekawym 
przykładem obrazującym, jak wieloma drogami wzbudzenia apoptozy może po
sługiwać się pojedyncza komórka układu odpornościowego, jest naturalnie cyto- 
toksyczny limfocyt T. Inicjuje on apoptozę przez:

1) związane z błoną komórkową ligandy: Fas/Apo-IL oraz niedawno odkryty 
Apo-2L [32],

2) uwalniany z komórki czynnik martwicy nowotworu występujący w dwóch 
formach: TN Fa i TNFp [15],

3) granzymy A i B, będące serynowymi proteazami aktywującymi bezpośrednio 
inne kluczowe w procesie apoptozy cysteinowe proteazy z rodziny ICE [13] oraz

4) perforynę -  białko dziurawiące błonę komórkową i umożliwiające, przez po
wstałe pory, wnikanie granzymów oraz Ca“+ inicjujących proces apoptozy.

Uszkodzenia błony komórkowej przez perforynę mogą ponadto prowadzić do 
martwicy komórki. Oddziaływanie cytokin z rodziny TNF na komórki jest przy
kładem wykorzystania różnych dróg przekaźnictwa sygnału, który może prowadzić 
zarówno do włączenia programu śmierci, jak też przeżycia [15]. TNF wywołuje 
apoptozę w komórkach nowotworowych lub zarażonych wirusami, lecz nie zabija 
komórek zdrowych. Okazuje się, że sygnał śmierci przekazywany jest za pośred

http://rcin.org.pl



324 T. MOTYL

nictwem tzw. „białek śmierci” wiążących się z cytoplazmatyczną „domeną śmierci” 
receptora TN Fa i Fas/APOI. „Białkami śmierci” są: w przypadku receptora 
FAS/APOl -  FADD/Mortl oraz RIP, natomiast dla receptora 1 (p55) TNF -  
TRADD [3]. Za pośrednictwem tych białek dochodzi do aktywacji sfingomielinazy 
katalizującej hydrolizę sfingomieliny i wytwarzanie ceramidu, który pełni w ścieżce 
przekaźnictwa sygnału TNF rolę wtórnego przekaźnika [12]. Ceramid w nieznany 
bliżej sposób prowadzi do aktywacji proteaz cysteinowych z rodziny ICE (inter
leukin-] ß converting enzyme). Warto podkreślić, że ceramid jest także mediatorem 
apoptozy wywołanej przez promieniowanie jonizujące, glikokortykoidy, IL-1, che- 
mioterapeutyki i prawdopodobnie także przez HIV [ 12] oraz białko RPR u Drosophila 
melanogaster [34]. Poza „ścieżką śmierci”, którą podąża sygnał wzbudzany przez 
TNF w komórkach nowotworowych, istnieje również „ścieżka przeżycia”, której 
wtórnym przekaźnikiem jest diacyloglicerol (DAG), a centralnym ogniwem PKC. 
Stwierdzono, iż prowadzi ona w komórkach śródbłonka do aktywacji genu A l, 
bcl-2, będącego silnym inhibitorem apoptozy [15].

Własne badania wykazały, że PKC oraz ODC -  kluczowy enzym syntezy poliamin 
są ważnymi ogniwami w systemie przekaźnictwa sygnału wzbudzanego przez TGL- 
ßj w komórkach białaczki ludzkiej linii K562 oraz białaczki mysiej linii L I210 
[11, 24, 25]. TGF-ßj hamuje ekspresję i aktywność ODC w badanych liniach bia- 
łaczkowych, co prowadzi do zahamowania wzrostu i wywołania apoptozy. Anty- 
proliferacyjny efekt TGF-ßj związany jest z obniżeniem ekspresji c-myc, aktywności 
cyklin i kinaz zależnych od cyklin, a także hamowaniem fosforylacji białka Reti
noblastoma (Rb) [1, 28, 41]. Ponieważ gen ODC jest pod kontrolą czynnika trans- 
krypcyjnego c-M yc [4], ham owanie ekspresji c-myc m oże być w ażnym  
mechanizmem odpowiedzialnym za spadek ekspresji i aktywności ODC pod wpły
wem TGF-ß] [30]. Stwierdzono, iż ester forbolu (TPA), będący silnym aktywatorem 
PKC i ODC, znosi hamujący wpływ TGF-ßj na ekspresję i aktywność ODC w 
komórkach mysiej białaczki limfatycznej linii L I210. Co więcej, znosi on anty- 
proliferacyjny i apoptotyczny efekt TGL-ßj w tych komórkach. Podobny wpływ 
wywiera inny aktywator ODC -  kwas orotowy (OA), który jest metabolitem po
średnim w biosyntezie nukleotydów pirymidynowych [11]. Z powyższych badań 
wynika, że PKC i ODC są ważnymi ogniwami w łańcuchu przekaźnictwa sygnału 
wzbudzanego przez TGL-ß], a ich hamowanie prowadzi do zatrzymania komórek 
w fazie Gj oraz apoptozy. PKC i ODC należą do antyapoptotycznych enzymów, 
co potwierdza fakt, że hormony, czynniki wzrostowe i promotory nowotworzenia 
(OA, TPA) aktywujące PKC i ODC znoszą mitoinhibicyjny i apoptotyczny efekt 
TGF-ß,.

Na rolę poliamin jako wtórnych przekaźników sygnału przeżycia lub śmierci 
wskazują badania z zastosowaniem nieodwracalnego inhibitora ODC -  a-difluo- 
rometyloomityny (DLMO), wywołującego fragmentację DNA charakterystyczną 
dla apoptozy w komórkach białaczki L I210 [25] oraz apoptozę komórek nabłonka
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wydzielniczego gruczołu mlekowego myszy linii HC-11 (rys. 3b,c). Egzogenna 
putrescyna (produkt reakcji ODC) częściowo znosi apoptozę wywołaną przez DFMO 
w komórkach HC-11.

Mediatorami apoptozy są także ROS. Stwierdzono to m.in. w przypadkach apo
ptozy wywołanej przez: promieniowanie jonizujące, utleniacze, hipertermię, HIV-1, 
TNFa, NGF, TGF-ßj. Są dowody wskazujące, iż ROS odgrywają istotną rolę w 
apoptozie neuronów w przebiegu choroby Parkinsona, Alzheimera i Huntingtona 
[8, 31].

Faza wykonawcza

W tej fazie dochodzi do ostatecznego włączenia programu śmierci. Za tę decyzję 
odpowiedzialnych jest szereg genów, których białkowe produkty bądź stymulują, 
bądź hamują program apoptozy. Geny regulujące apoptozę zostały dobrze poznane 
u wspomnianego już nicienia Caenorhabditis elegans. Genami wyzwalającymi apo
ptozę są ced-3 i ced-4 natomiast głównym genem hamującym ten proces jest ced-9. 
Geny, których ekspresja wzrasta w czasie fagocytozy przez sąsiadujące komórki, 
tworzą dwa zestawy: ced-1, ced-6, ced-7, ced-8 oraz ced-2, ced-5 i ced-10. Genem 
odpowiedzialnym za rozpad komórki jest nuc-1. W komórkach zwierząt wyższych 
i człowieka odpowiednikiem ced-3 i ced-4 są geny kodujące odpowiednio ICE 
(interleukin-7ß converting enzyme) i Apaf-1 (apoptosis activating factor- /), natomiast 
odpowiednikiem ced-9 jest protoonkogen bcl-2 [39].

Faza wykonawcza wydaje się być wspólną drogą prowadzącą do śmierci komórki 
i skupiającą wiele indywidualnych ścieżek charakterystycznych dla fazy wzbudzenia. 
Centralnym punktem skupiającym różne sygnały apoptotyczne są cysteinowe pro- 
teazy z rodziny ICE [35] zwane także kaspazami („caspases ” -  cysteine-dependent 
aspartate-directed proteases). Niestety niewiele dotychczas wiadomo o ich sub- 
stratach, które wykorzystywane są do wywołania apoptozy. Jednym z nich jest 
prawdopodobnie poli(ADP- rybozo) polimeraza (PARP) zaangażowana w procesy 
naprawcze DNA, z której pod wpływem Yama/CPP32ß (kaspaza-3) powstaje frag
ment o masie 85 kDa, istotny w procesie apoptozy [22]. Potencjalnymi substratami 
dla proteaz z rodziny ICE są także lamina B 1, topoizomeraza I, II, fodryna i ß-aktyna 
[16]. Ostatnie prace wskazują, że aktywacja kaspaz np. kaspazy-3 zachodzi w obe
cności tzw. czynników aktywujących apoptozę (Apafs -  apoptosis activating factors), 
do których należą Apaf-1, będący odpowiednikiem CED-4 u Caenorhabditis elegans, 
Apaf-2 (cytochrom c) oraz Apaf-3 -  niezidentyfikowane bliżej białko o masie 45 
kDa [39]. W związku z rolą Ca2+ w przekaźnictwie sygnału apoptozy badano 
znaczenie aktywowanych przez Ca“+ proteaz cysteinowych -  kalpain, spośród któ
rych najlepiej poznano |i-kalpainę i m-kalpainę. Aktywacja tych enzymów prowadzi 
do apoptozy w różnych typach komórek, aczkolwiek ani substraty, ani mechanizm 
ich działania w umierających komórkach nie został poznany.
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Badania Kroemera [18] wskazują, że w fazie wykonawczej apoptozy dochodzi 
do zaburzenia AHhn w mitochondriach i zwiększenia przepuszczalności błon mi- 
tochondrialnych. Prowadzi to do uwalniania z mitochondriów nieznanego bliżej 
czynnika wywołującego apoptozę (AIF -  apoptosis inducing factor). Wiadomo, 
iż nie należy on do proteaz z rodziny ICE. Przypuszcza się aktualnie, że poza 
AIF, innym apoptogennym czynnikiem uwalnianym z mitochondriów jest cytochrom 
c (Apaf-2), który związany z czynnikiem lub czynnikami cytozolowymi (prawdo
podobnie Apaf-1 i 3) indukuje apoptozę [23]. O dużym znaczeniu AIF przekonuje 
doświadczenie, w którym wywołano apoptotycznąfragmentację DNA w izolowanych 
jądrach komórkowych zawieszonych w jednej pożywce wraz z mitochondriami
0 obniżonym AThn [18].

Białkami, regulującymi przepuszczalność błon mitochondrialnych, a tym samym 
uwalnianie AIF z mitochondriów, są białka z rodziny Bcl-2 oraz ich homologi. 
Należą do niej zarówno białka stymulujące proces apoptozy (Bax, Bad, Bcl-Xs , 
Bak, Bid, Bik, Hrk), jak i go hamujące (Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w, Brag-1, Mcl-1, 
A l, BHRF1, E1B 19 kDa). Występują one jako integralne składowe błon: siateczki 
śródplazmatycznej, okołojądrowej oraz mitochondrialnej. Tworzą one homo- i hete- 
rodimery, np.: Bcl-2-Bcl-2, Bax-Bcl-2, Bax-Bax. Stwierdzono, że przewaga ho- 
modimerów Bcl-2 decyduje o przeżyciu, podczas gdy przewaga Bax o śmierci 
komórki. Spośród wszystkich, znanych dotychczas białek komórkowych Bcl-2 jest 
najsilniejszym inhibitorem apoptozy wywoływanej przez bardzo różne czynniki, 
np.: promieniowanie jonizujące, hipertermię, deficyt czynników wzrostowych, gli- 
kokortykoidy oraz chemioterapeutyki [14].

Własne badania wykazały, iż hamowanie ekspresji bcl-2 może mieć istotne zna
czenie w mechanizmie apoptozy wywołanej przez TGF-(3j w komórkach mysiej 
białaczki limfatycznej linii L I210. Podobny efekt TGF-(3] obserwowano w ko
mórkach śródbłonka żyły pępowinowej [38] oraz komórkach raka jajnika [20]. 
Stwierdzono ponadto, że nadekspresja bcl-2 w komórkach białaczki szpikowej blo
kuje apoptozę wywoływaną przez TGF-(3 ], lecz nie hamuje jego antyproliferacyjnego 
efektu [37]. Rozpatrując mechanizm antyapoptotycznego działania Bcl-2 należy 
wziąć przede wszystkim pod uwagę hamowanie uwalniania AIF i cytochromu c 
z mitochondriów [18]. Przypuszcza się, że Bcl-2 poprzez hamowanie uwalniania 
cytochromu c (Apaf-2) oraz bezpośrednią interakcję z Apaf-1 (CED-4) blokuje 
aktywację kaspazy-3 [39]. Strukturalne podobieństwo białek rodziny Bcl-2 z tworzącą 
pory domeną błonową toksyny błoniczej sugeruje, że białka te tworzą kanały błonowe 
regulowane przez sygnały zależne od napięcia i pH [27]. Ostatnie badania Grossa
1 wsp. [10] wykazały, że zarówno Bcl-2, jak i Bax tworzą kanały jonowe w błonach 
komórkowych o odmiennej przepuszczalności dla poszczególnych jonów: Bcl-2 
jest specyficzny dla K+, natomiast Bax dla CF. Nie wiadomo jednak, w jaki sposób 
zmiany przewodności dla tych jonów mogą zmieniać A^Pm oraz uwalnianie AIF 
i cytochromu c z mitochondriów. Ponadto uważa się, iż białko Bcl-2 blokuje jeden
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z krytycznych stopni w przekaźnictwie sygnału apoptozy, a mianowicie wypływ 
Ca2+ z mobilnej puli zlokalizowanej w świetle siateczki śródplazmatycznej [21]. 
Poza wspomnianą już aktywacją kalpain uwalniany z siateczki Ca~+ uczestniczy 
w aktywacji endonukleaz, odpowiedzialnych za fragmentację DNA, modyfikacji 
ukształtowania chromatyny i w ten sposób w zwiększeniu jej podatności na działanie 
endonukleaz, a także w bezpośredniej lub pośredniej aktywacji szeregu genów, 
które włączone są w program śmierci komórki (np. genu kalmoduliny, c-fos) lub 
hamowanie wzrostu (gadd 153) [29].

Panuje ogólne przekonanie, iż Bcl-2 jest także przeciwutleniaczem funkcjonu
jącym jako zmiatacz wolnych rodników, zabezpieczający błonowe lipidy przed ut
len ian iem  [14], a także jako  b iałko  regu lu jące  aktyw ność enzym ów  - 
przeciwutleniaczy [2]. Uważa się, iż istnieje współzależność między stężeniem ROS 
a uwalnianiem Ca~+ w komórkach, gdyż stres utleniania zwiększa uwalnianie Ca2+ 
z siateczki śródplazmatycznej i mitochondriów [21]. Kluczową rolę w tej złożonej 
współzależności odgrywa prawdopodobnie białko Bcl-2, które dzięki swym wła
ściwościom antyutleniającym zmniejsza uszkodzenia błon mitochondrialnych i śród- 
plazmatycznych powodowane przez ROS, a tym samym mobilizację Ca2+. 
Potwierdza to fakt, że nadekspresja bcl-2 chroni komórkę przed apoptozą wywo
ływaną przez ROS [14].

Działanie Bcl-2 w tym względzie odnosi się nie tylko do ROS powstających 
w samej komórce, lecz także ROS pochodzenia egzogennego. Ostatnie własne prace 
wykazały, że inicjator wolnego rodnika nadtlenkowego -  AAPH podany do kultury 
komórek mysiej białaczki limfatycznej linii L I210, zwiększa stężenie wolnych rod
ników w komórce (rys. 3d), wzbudza apoptozę, a także zwiększa koncentrację 
białka Bcl-2 w komórkach przeżywających [26, 42]. Zjawisko to może wynikać 
z naturalnej selekcji komórek i przeżywania tych o największych zdolnościach 
przeciwutleniających. Nie można wykluczyć też możliwości adaptacji komórki do 
zwiększonej podaży ROS przejawiającej się zwiększoną ekspresją bcl-2. Stwier
dzono, że flawonoidowy przeciwutleniacz -  kwercetyna częściowo zabezpiecza 
mioblasty szczurze linii L6 przed apoptozą wywołaną przez ROS, wykorzystując 
przy tym białko Bcl-2 [32]. Ostatnie dane literaturowe, jak też własne obserwacje 
wskazują, że proapoptotyczny efekt Bax i antyapoptotyczne oddziaływanie Bcl-2 
nie wynikają z bezwzględnej ich zawartości w komórce, lecz z wzajemnych relacji. 
Zwiększeniu podatności komórek mysiej białaczki limfatycznej linii L I210 na spon
taniczną i eksperymentalnie indukowaną apoptozę w warunkach obniżenia stężenia 
FCS w pożywce towarzyszy nie tylko spadek zawartości Bcl-2 w komórce, lecz 
również obniżenie ekspresji bax.

Innym kluczowym genem w regulacji apoptozy jest p53, tzw. „gen supresorowy 
nowotworu”. Gen ten nazywany jest popularnie „strażnikiem genomu”. Koduje 
on tetrameryczny czynnik transkrypcyjny, który ma zdolność regulacji cyklu ko
mórkowego. W wyniku uszkodzenia lub mutacji DNA dochodzi do wzrostu ekspresji
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p53, którego produkt blokuje komórki w fazie Gj cyklu komórkowego do czasu 
naprawy DNA. Pośredniczą w tym m.in. takie białka, jak: p21 W AFl/Cipl oraz 
GADD45. W przypadku gdy komórka nie zdoła naprawić DNA, p53 włącza program 
śmierci za pośrednictwem białek z rodziny Bcl-2, z którymi pozostaje we wzajemnie 
zwrotnych zależnościach [5]. p53 wzbudza apoptozę przede wszystkim w tych 
przypadkach, gdy czynnik apoptotyczny bezpośrednio uszkadza DNA. Stwierdzono 
to w przypadku tymocytów myszy, homozygot z brakiem p53. Tymocyty te były 
odporne na promieniowanie y i etopozyd (uszkadzające DNA), natomiast reagowały 
apoptozą na glikokortykoidy i pobudzenie TCR (T-cell receptor) (czynniki nie usz
kadzające bezpośrednio DNA) [6]. Należy jednak zauważyć, że p53 jest „chorowitym 
strażnikiem” i bardzo często podlega mutacjom w przebiegu karcinogenezy, tracąc 
swe naturalne możliwości indukcji apoptozy. Warto w tym miejscu zaznaczyć, 
iż współczesna molekularna diagnostyka medyczna nowotworu wykorzystuje ba
danie ekspresji genów regulujących apoptozę (np. p53, geny z rodziny bcl-2) w 
ocenie złośliwości guza, wyborze terapii i monitorowaniu jej efektów.

Faza zniszczenia

W fazie tej dochodzi do fragmentacji DNA, rozbicia cytoszkieletu, formowania 
ciałek apoptotycznych oraz fagocytozy. Proteazy, które podlegały aktywacji (AIF, 
kaspazy, kalpainy), w fazie wykonawczej prowadzą do rozszczepienia szeregu białek 
jądrowych (PARP; Rb; laminy A, B; topoizomerazy I i II) oraz cytoplazmatycznych 
(PKC-8, P-aktyna, fodryna) [16]. Proteoliza topoizomeraz stabilizujących strukturę 
chromatyny prawdopodobnie prowadzi do wstępnej fragmentacji DNA na odcinki 
zawierające 300 tys. par zasad [30]. W dalszym przebiegu degradacji DNA dochodzi 
do powstawania fragmentów zawierających 50 tys. par zasad, które są (bądź nie 
są) rozszczepiane na odcinki 180 par zasad i wielokrotność tej liczby. Reakcje 
te katalizowane są przez endonukleazy, którymi są u Caenorhabditis elegans NUC-1, 
natomiast u zwierząt wyższych NUC-18, DNazal i DNazall. Aktywacja tych en
zymów zależy od obecności wolnego Ca“+ w komórce, co udowodniono stosując 
związki chelatujące Ca2+, które hamowały fragmentację DNA w przebiegu apoptozy. 
Uważa się, iż proteoliza lamin -  białek strukturalnych błon jądrowych jest istotnym 
procesem w powstawaniu ciałek apoptotycznych, gdyż pozwala na fragmentację 
jądra oraz upakowanie zagęszczonej chromatyny we fragmenty komórkowe. Już 
wcześniej wspomniano o transglutaminazie -  enzymie, który wykorzystując po- 
liaminy tworzy dodatkową sieć wiązań między białkami błonowymi, a przez to 
ochronny „płaszcz”, uniemożliwiający kontakt środowiska wewnętrznego umiera
jącej komórki ze środowiskiem pozakomórkowym i zdrowymi komórkami.

Powstaje pytanie: w jaki sposób makrofagi rozpoznają komórki apoptotyczne? 
Jest to możliwe w wyniku określonych zmian na powierzchni błony komórkowej 
w czasie apoptozy [36]. Umierająca komórka traci normalną asymetrię w rozmie
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szczeniu fosfolipidów błonowych (na powierzchni dominują takie obojętne fosfo
lipidy, jak sfingomielina i fosfatydylocholina, natomiast w wewnętrznej warstwie 
anionowe fosfolipidy, takie jak fosfatydyloseryna), w związku z czym fosfatydy- 
loseryna jest eksponowana w zewnętrznej blaszce błony komórkowej i może być 
rozpoznana za pośrednictwem receptora fosfatydyloserynowego makrofaga. Ko
mórka apoptotyczna może być również wiązana za pośrednictwem trombospondyny 
wydzielanej przez makrofaga i jego receptora vitronektynowego (otv p3). Nieznana 
jest natomiast bliżej struktura cząsteczki wiążącej trombospondynę na powierzchni 
komórki apoptotycznej. Jeszcze inny sposób demaskowania umierającej komórki 
polega na odsłonięciu reszt cukrowcowych w glikoproteinach błonowych, co pozwala 
na interakcję z domniemaną lektyną na powierzchni komórki fagocytującej.

APOPTOZA W STANACH PATOLOGICZNYCH

Pomimo że apoptoza jest fizjologiczną śmiercią komórki, to odgrywa ona dużą 
rolę w patogenezie wielu chorób. Generalnie, ograniczenie tego zjawiska prowadzi 
do powstawania złośliwych chorób proliferacyjnych oraz autoagresji komórek układu 
odpornościowego, natomiast nadmiar apoptozy jest charakterystyczny dla chorób 
zwyrodnieniowych. Rozwój nowotworu jest zależny od apoptozy na wszystkich 
etapach karcinogenezy:

1) efektywność transformacji nowotworowej przez czynniki rakotwórcze jest 
limitowana przez stopień apoptozy komórek stransformowanych;

2) rozplem komórek stransformowanych pod wpływem czynników promoto- 
rowych nowotworzenia jest uwarunkowany hamowaniem apoptozy przez te czyn
niki;

3) tempo wzrostu guza jest określone przez różnicę szybkości proliferacji i apo
ptozy komórek nowotworowych.

Duża witalność komórek nowotworowych wynika z mutacji w ich genomie, 
a szczególnie uszkodzenia genu kodującego białko p53. Ponad połowa wszystkich 
nowotworów występujących u ludzi charakteryzuje się brakiem lub występowaniem 
jego niefunkcjonalnych form. Komórki nowotworowe charakteryzuje również wy
soka ekspresja „genu nieśmiertelności” -  bcl-2. Stwierdzono także, że szereg anty- 
apoptotycznych, wirusowych genów jest związanych z nowotworzeniem, np. BHRF1, 
który jest homologiem bcl-2 wytwarzanym przez wirus Epsteina-Barr, 5E1B 19 
kDa białko adenowirusa wykazujące czynnościową homologię z Bcl-2, białko E1B 
55 kDa tego samego wirusa, hamujące p53 oraz CrmA -  białko wirusa ospy krowiej, 
inaktywujące proteazy z rodziny ICE. Duża liczba leków stosowanych aktualnie 
w chemioterapii oraz radioterapia oparte są na mechanizmie apoptozy komórek 
nowotworowych. Przez uszkodzenie DNA w tychże komórkach dochodzi do akty
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wacji/?5J i uruchomienia programu śmierci. Brakp53 lub utrata jego apoptotycznych 
właściwości, a także wysoki poziom białka Bcl-2 w komórce nowotworowej decydują 
często o jej niewrażliwości na stosowaną terapię.

Innym przykładem ograniczenia apoptozy są choroby autoimmunologiczne. W 
tym przepadku mamy do czynienia z ograniczoną apoptozą autoreaktywnych lim
focytów T. W przypuszczalnym molekularnym mechanizmie zwiększonej prze- 
żywalności tych komórek bierze się pod uwagę:

-  wytwarzanie przez nie czynnika blokującego ligand Fas/APO-1,
-  zmniejszoną ekspresję receptora Fas/APO-1 oraz
-  zwiększoną ekspresję protoonkogenu bcl-2.
Przeżywające limfocyty T z cechami autoagresji wywołują apoptozę komórek 

zdrowych, prowadząc do występowania takich schorzeń, jak: toczeń rumieniowaty 
czy reumatoidalne zapalenie stawów.

Warunkiem zdrowia każdego organizmu jest zachowanie równowagi między 
replikacją komórek a ich apoptozą. Problemem jest nie tylko ograniczenie stopnia 
apoptozy, tak jak to opisano powyżej, lecz również jego nasilenie. Okazuje się, 
że apoptozie mogą podlegać nie tylko komórki młode, proliferujące, lecz również 
komórki w pełni zróżnicowane, które na ogół nie są „przygotowane” do apoptozy. 
Nie wiadomo jeszcze dokładnie, na czym to „przygotowanie” do włączenia programu 
śmierci polega. Sugeruje się, iż może być ono związane ze zwiększoną ekspresją 
takich genów, jak: p53 i c-myc. Choroby zwyrodnieniowe ośrodkowego układu 
nerwowego (np. Alzheimera, Parkinsona, Huntingtona) są przykładem, jak z nie 
wyjaśnionych jeszcze przyczyn dochodzi do wzbudzenia apoptozy neuronów. Roz
patruje się wiele przyczyn, takich jak: ROS, niedobór NGF -  czynnika wzrostu 
neuronów czy też nadmiar neuroprzekaźników. Aktualnie uważa się, że apoptoza 
dopaminergicznych neuronów w chorobie Parkinsona związana jest z aktywacją 
ceramidowej ścieżki przekaźnictwa sygnału, zwiększoną produkcją ROS oraz syntezą 
czynnika transkrypcyjnego NF-kB [8]. Na dużą rolę ROS w mechanizmie apoptozy 
neuronów w przebiegu choroby Parkinsona wskazują badania przeprowadzone na 
myszach z brakiem Bcl-2 (białko antyapoptotyczne o właściwościach przeciwut- 
leniacza) w komórkach nerwowych, które reagowały apoptozą na dopaminę zna
cznie intensywniej aniżeli neurony myszy z normalną zawartością Bcl-2 [31]. 
Interakcje pomiędzy Bcl-2 i białkiem prionowym (PrP) mogą mieć istotne znaczenie 
w patogenezie neurozwyrodnieniowych chorób prionowych, takich jak: syndrom 
Gerstmanna-Strausslera czy choroba Creutzfelda-Jakoba. Bcl-2 jest rozpatrywane 
jako nieznane bliżej „białko X”, które uczestniczy w przekształcaniu PrP w jego 
patogenną izoformę PrPSC [19].

Do indukcji apoptozy zróżnicowanych komórek: neuronów i kardiocytów do
chodzi również podczas udaru mózgu i zawału mięśnia sercowego. Niedotlenione 
komórki ulegają przede wszystkim martwicy, jednakże komórki otaczające strefę 
martwiczą po kilku dniach umierają śmiercią apoptotyczną, co może być wynikiem
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uwalniania ROS ze strefy odczynu zapalnego. Ciekawe, że reperfuzja niedokrwio- 
nych narządów (mózgu, serca czy nerek) prowadzi do zwiększonej koncentracji 
ROS i nasilonej apoptozy.

Innym przykładem choroby, w której patogenezie dochodzi do nasilenia apo
ptozy, jest AIDS. U osób zarażonych HIV dochodzi do wzbudzenia apoptozy w 
CD4+ i CD8+ limfocytach T. Ciekawe, że umiera znacznie więcej limfocytów 
T, aniżeli jest zarażone wirusem. Co więc skłania te komórki do apoptozy? Uważa 
się, że może być to białko gpl20 uwalniane z otoczki wirusa i wiążące się z 
CD4, jak też nadekspresja kodowanego przez HIV transkrypcyjnego aktywatora 
Tat, prowadzącego do stresu oksydacyjnego w niezarażonych limfocytach T. Stwier
dzono ponadto, że w zarażonych HIV limfocytach CD4+ apoptoza poprzedzona 
jest ich zatrzymaniem w fazie G9 cyklu komórkowego, co wiąże się z akumulacją 
cykliny B, będącej regulacyjną podjednostką p34 cyklino-zależnej kinazy 2. Okazało 
się, iż podobne zmiany polegające na gromadzeniu cykliny B występują w lim
focytach T izolowanych z krwi obwodowej pacjentów HIV+, lecz nie wykazujących 
objawów AIDS. Uważa się, że mykoplazmoza występująca często u pacjentów 
HIV+ może potęgować apoptozę limfocytów T wywołaną przez wirus i wytwarzane 
przez niego białka.

CO DALEJ?

Czy można przewidzieć, w jakim kierunku potoczą się badania nad apoptozą 
w najbliższej przyszłości? Duża ranga zagadnienia oraz dynamiczny rozwój badań 
pozwalają oczekiwać wielu nowych wyników istotnych dla wyjaśnienia moleku
larnego mechanizmu apoptozy, jak też wartościowych z punktu widzenia praktyki 
klinicznej. Istnieje wciąż wiele niejasności co do systemu przekaźnictwa sygnału 
śmierci wzbudzanego przez różnorodne czynniki apoptotyczne, jak też moleku
larnych uwarunkowań „przygotowania” komórki do włączenia programu śmierci, 
zmiennego na różnym etapie różnicowania. Frapujące i wciąż bez odpowiedzi są 
pytania: dlaczego niektóre komórki, np. mioblasty szkieletowe w procesie różni
cowania w dojrzałe, wielojądrzaste miocyty tracą zdolność uruchamiania programu 
śmierci apoptotycznej? Czy dalece wyspecjalizowane, bezjądrzaste i bezmitochon- 
drialne erytrocyty mogą podlegać apoptozie? Istotnym dla wyjaśnienia kontroli pro
cesu apoptozy będzie wyjaśnienie mechanizmu działania białek z rodziny Bcl-2, 
a także ich interakcji z Apafs, mitochondrialnym AIF i proteazami z rodziny ICE 
(kaspazami). Wciąż mało poznane są ogniwa w łańcuchu wydarzeń pomiędzy akty
wacją kaspaz a aktywacją endonukleaz uczestniczących we fragmentacji DNA*, 
a także znaczenie ROS jako mediatorów w wielu przypadkach apoptozy. Działania 
biotechnologów oraz klinicystów będą zmierzały w kierunku wyprodukowania i
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skutecznego stosowania preparatów zarówno wzbudzających, jak i hamujących apo- 
ptozę. Z badaniami tymi wiąże się duże nadzieje na stworzenie efektywnych metod 
terapii złośliwych chorób proliferacyjnych, chorób autoimmunologicznych oraz zwy
rodnieniowych.

*Już w trakcie publikacji niniejszego opracowania ukazała się praca wskazująca na istnienie 
aktywowanej przez kaspazę DNazy (caspase-activated D Nase) i jej inhibitora ICAD. Zgodnie z 
sugestią autorów indukcja apoptozy prowadzi do rozszczepienia kompleksu CAD/ICAD przy 
udziale kaspaz, wnikania aktywnej CAD do jądra komórkowego i fragmentacji DNA [7a].
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SEPTYNY -  NOW A RODZINA BIAŁEK  
CYTOSZKIELETOW YCH -  UDZIAŁ SEPTYN  

W CYTOKINEZIE*

SEPTINS -  NEW  FA M ILY  OF CY TO SK ELETA L PR O TEIN S -  
TH E RO LE OF SEPTINS IN CY TO K IN ESIS

Izabela STRZYŻEWSKA, Urszula WOJSA-ŁUGOWSKA,
Maria JERKA-DZIADOSZ

Instytut Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN,
Zakład Biologii Komórki, Warszawa

Streszczenie: W artykule tym omówione są w skrócie ostatnie badania dotyczące genów, białek i 
filamentów septynowych oraz ich rola w funkcji cytoszkieletu. Septyny stanowią nową rodzinę białek 
występujących we wszystkich zbadanych eukariotach i zawierają od 275-539 aminokwasów. Sekwencje 
septyn wykazują około 26% identyczności, zawierają pętlę P dla wiązania nukleotydu GTP/GDP oraz 
domenę kodującą superhelisę, a białka septynowe wykazują aktywność GTPaz. Kompleks trzech septyn 
Drosophila tworzy in vitro filamenty o średnicy 7 nm. In vivo septyny zostały opisane w bruździe 
podziałowej komórek drożdży i owadów, a także komórkach mysich i ludzkich. Homologi septyn biorą 
udział również w innych procesach, w których także uczestniczy aktyna wraz z białkami towarzyszą
cymi, jak np. gojenie rany czy przywieranie do podłoża w punktach adhezji.

Słowa kluczowe: septyny, cytokineza, filamenty szyjki, bruzda podziałowa.

Summary: We review here the new data concerning septin genes and proteins, and septin filaments as 
well as their role in functioning of the cytoskeleton. Septins constitute new family of proteins found in 
all studied eukariots, contain 275-539 amino acids. The septin sequences reveal 26% homology, contain 
the P-loop for nucleotide binding and sequences coding the coiled - coil domain; septin proteins show 
GTPase activity. The isolated complex of three septins of Drosophila in vitro form filaments with 7 nm 
diameter. In vivo septins were described in division furrow in yeast and insects as well as in mouse and

^Finansowanie pracy z grantu statutowego dla Instytutu Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego 
zK B N .
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human cells. Septin homologs participate also in other processes where actin with accompanying proteins 
was found, such as wound healing and adhesion at focal points.

Key words: septins, division furrow.

WSTĘP

Artykuł ten zawiera krótki przegląd informacji o rodzinie białek wchodzących 
w skład niedawno odkrytego układu filamentowego, który uczestniczy przede wszy
stkim w budowaniu bruzdy podziałowej badanych komórek drożdży, muszki owo
cowej (Drosophila sp.), myszy i komórek ludzkich [8, 11, 33, 34, 38, 50].

Odkrycie septyn stało się możliwe dzięki pionierskim badaniom genetycznym 
Hartwella i jego współpracowników [23] nad cyklem komórkowym pączkujących 
drożdży Saccharomyces cerevisiae. W wyniku tych badań opisano mutanty podziału 
komórkowego (cdc). Mutacje któregokolwiek z czterech genów: Cdc3, CdclO, C dcll 
i Cdcl2  uniemożliwiają w podwyższonej temperaturze oddzielanie pączków, pro
wadząc do nagromadzenia dużej liczby wielojądrowych, wielokrotnie pączkujących 
komórek. Obecność białek, kodowanych przez te cztery geny w szyjce połączenia 
komórka macierzysta -  pączek, stwierdza się stosując specyficzne przeciwciała 
[11].

Badania ultrastrukturalne pączkujących S. cerevisiae wykazały występowanie 
w szyjce filamentów o średnicy około 10 nm [5]. Filamenty szyjki znajdują się 
bardzo blisko błony cytoplazmatycznej i są położone w płaszczyźnie prostopadłej 
do osi połączenia komórka macierzysta -  pączek. Przypominają one filamenty akty
nowe obecne w pierścieniu kurczliwym, który tworzy się podczas cytokinezy. W 
przeciwieństwie jednak do pierścienia aktynowego [54] filamenty szyjki drożdży 
występują już w czasie wzrostu pączka, co potwierdza różnice między filamentami 
szyjki i aktyną.

Septyny towarzyszą filamentom szyjki tworzonym przez inne białka i mecha
nicznie pełnią funkcję „szkieletu”, który drogą powinowactwa wychwytuje z cy- 
toplazmy czynniki potrzebne do cytokinezy [8], na co może wskazywać również 
częste współwystępowanie septyn z aktyną [34].

GENY I BIAŁKA SEPTYNOWE

Oprócz wspomnianych już powyżej czterech genów Cdc, w drożdżach (S. ce- 
revisiae) opisano dwa dodatkowe geny kodujące septyny: Spr3 i Spr28, biorące 
udział w sporulacji [13, 18, 47]. Wykryto również homologiczne białka w innych
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grzybach [14, 38, 41], owadach [11, 19, 20, 44], płazach oraz ssakach zarówno 
myszach, jak i człowieku [33, 34, 38, 43].

W tabeli 1 podsumowano dane dotyczące septyn i innych białek uczestniczących 
w tworzeniu bruzdy podziałowej u bezkręgowców (oprócz białek motorycznych 
[35]). Jak widać, drożdże mają aż sześć genów kodujących septyny, natomiast 
w muszce owocowej (Drosophila melanogaster) dotychczas odkryto jedynie trzy. 
Wszystkie znane septyny zawierają sekwencje pętli P, tworzącej przewidywane 
miejsce wiązania nukleotydu, a ostatnie dane wskazują, że przynajmniej niektóre 
z septyn muszki, drożdży i myszy wiążą GTP i GDP, a także wykazują aktywność 
GTPaz [20, 34]. W dodatku wszystkie znane sekwencje septyn, z wyjątkiem S. 
cerevisiae CdclOp, C. albicans CaCdclOp i S. pombe Spn2p (tab. 1), zawierają 
w pobliżu lub na końcu karboksylowym domenę kodującą superhelisę składającą 
się z 35-98 aminokwasów. Domeny te mogą uczestniczyć we współdziałaniu między 
septynami oraz interakcjach septyn z innymi białkami [38].

Poznane do tej pory septyny zawierają od 275 do 539 aminokwasów (31 990 
-60  200 kDa) i wykazują około 26% identyczności sekwencji aminokwasowych 
na całej długości. Podobieństwo pomiędzy tymi białkami jest największe w regionach 
środkowych, a końce aminowe i karboksylowe różnią się zarówno pod względem 
długości, jak i sekwencji [38]. Z wyjątkiem obecności sekwencji wspólnej dla pętli 
P tworzącej przewidywane miejsce wiązania nukleotydu, septyny nie wykazują 
podobieństwa do żadnego ze znanych białek. Jednym z ważniejszych wyników 
analiz podobieństwa sekwencji jest brak wysokiego stopnia homologii między po
szczególnymi septynami ewolucyjnie odległych gatunków. Tak więc, septyny muszki 
(Drosophila): Pnut, Sepl lub Sep2 nie są oczywistym ortologiem jakiejkolwiek 
septyny drożdży [11]. Okazało się, że septyny różnią się od tubulin, miozyn i 
rodziny białek aktynowych, gdzie ortologi w różnych organizmach, które dzielą 
duże odległości ewolucyjne, spełniają podobne funkcje [40, 42, 46, 52]. Dlatego 
też nieobecność ortologów w analizach sekwencji septyn sugeruje, że poszczególne 
białka z tej grupy mogą nie pełnić unikatowych stałych funkcji. Hipotezę tę po
twierdzają obserwacje wskazujące, że septyny występują nie tylko w bruździe po
działowej (patrz niżej). Na uwagę zasługuje fakt, że produkty kilku genów 
septynowych współwystępują in vivo [19, 38, 44] i np. zanik funkcji Pnut jest 
przyczyną zaniku ekspresji fenotypowej Sepl [19]. Cztery septyny drożdży (Cdc3, 
10, 11 i 12) współwystępują w szyjce połączenia komórka macierzysta -  pączek. 
Mutacja jednego z tych czterech genów uniemożliwia ekspresję wszystkich czterech 
septyn szyjki [11, 38].

Oczyszczone septyny mogą tworzyć filamenty in vitro [20]. Stosując chroma
tografię immunopowinowactwa z wykorzystaniem przeciwciał przygotowanych 
przeciw C-końcowym regionom peptydów trzech septyn Pnut, Sepl i Sep2, w 
pracowni Mitchisona oczyszczono kompleks trzech białek septynowych z zarodków 
muszki (Drosophila) [20]. Kompleks zawiera dwie kopie każdego z trzech poli-
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TABELA 1. Septyny i inne białka uczestniczące w tworzeniu bruzdy podziałowej
u bezkręgowców

Organizm Gen Białko Masa 
(biot) kD

Inne
właściwości

Funkcja Lit.

S. cerevisiae CDC3* Cdc3p 62 superhelisa filamenty [8]
CDC10 CdclOp szyjki (?) [11]
CDC11 C dcllp 47,6 (55) superhelisa [U]
CDC12 Cdcl2p 46,7 superhelisa [U]
BUD1 Budlp GTP-aza
BUD3 Bud3p znaczy [10. 36]
BUD4 Bud4p 170 miejsca [51, 36]
AIP3/BUD6 Aip3p 89 (97) superhelisa powstawania [1]

pączka
SPR3 Spr3p 60 (59,8) [18, 47]
SPR28 Spr28p [13]
BNI1 Bnilp współdziała z CDC12 [38. 55]
SPA2 Spa2p 180 współdziała z CDC10 [38]

S. pombe Spnl-6 Spnl-6p Spn2-brak sekwencji [38]
superhelisy punkt w

cdc3 cdc3p homolog profiliny interfazie; [2]
cdc8 cdc8p homolog tropomiozyny pierścień
cdcl2 cdcl2p 220 wiąże cdc3 profilinę podziałowy
cdcl5 cdclSp 130 wiąże aktynę; współ- [7]

występuje z pierś. akt. [17]
cdc4 cdc4p 200-komp. EF-hand [39]

Candida CaCDC3 CaCdc3p 47,9 [14]
albicans CaCDClO CaCdclOp 40,7
Aspergillus FigA [38]
nidulans aspA homologi CDC10-12 [41]

aspB
aspC

Drosophila PNUT Pnut 60 (70) współwystępują z pseudo- [19, 44]
melanogaster SEP1 Sepl 38 (37) aktyną i miozyną bruzda i [20]

SEP2 Sep2 46 (50) bruzda podz. [11, 44]
dah dahp 71 homolog dystrofiny i [16, 56]

apodystrofiny
dial dia 123 współdziała z CDC12 [38, 6]

*Septyny -  tłusty druk; symbole genów i białek wg cytowanych autorów.

peptydów, możliwe że jako heterotrimer składający się z trzech homodimerów [20]. 
Tworzenie homodimerów może odbywać się za pośrednictwem krótkich odcinków 
C-końcowych każdej septyny o przewidywanej strukturze superhelisy. Tak oczy
szczony kompleks septynowy muszki (Drosophila) wiąże jedną cząsteczkę nu- 
kleotydu GDP/GTP zgodnie z obecnością pętli P w sekwencji aminokwasowej. 
W nawiasie trzeba dodać, że wiązanie nukleotydu i jego hydroliza są ważną wła
ściwością polimeryzacji aktyny i tubulin, natomiast nie zbadano dotąd roli wiązania 
nukleotydu i jego hydrolizy podczas polimeryzacji septyn.
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Oczyszczony kompleks septynowy muszki (.Drosophila) tworzy filamenty o sze
rokości 7 nm. Długość poszczególnych filamentów septynowych jest wielokrotnością 
26 nm, co może sugerować, że filament septynowy stanowi liniowy szereg pod- 
jednostek o długości 26 nm i szerokości 7 nm [20]. Ultrastrukturalnie jednak po
szczególne filamenty, barwione negatywowo, nie wykazywały 26-nanometrowej 
periodycznej podstruktury ani cech wskazujących na helikalną strukturę. Zaobser
wowano dużą ilość krótkich filamentów i bardzo małą ilość długich filamentów, 
zatem analiza rozkładu długości filamentów wskazuje, że proces budowania fi- 
lamentu septynowego jest prostą liniową polimeryzacją bez nukleacji [20], w prze
ciwieństwie do procesu polimeryzacji aktyny i tubuliny, podczas którego występuje 
faza nukleacji [29, 37]. W wysokim stężeniu poszczególne filamenty septynowe 
łączą się lateralnie w grube wiązki.

Wydawało się zatem, że oczyszczone z muszki (Drosophila) filamenty septynowe
0 szerokości 7 nm mogłyby odpowiadać 10-nanometrowym filamentom szyjki pą
czkujących drożdży in vivo. Ponieważ jednak filamenty szyjki są ułożone w od
ległości 28 nm od siebie, to 26-nanometrowa długość podjednostek septyny i 
obserwowane poprzeczne połączenie filamentów skłoniły zespół Mitchisona [20] 
do zasugerowania alternatywnego modelu (rys. 1), w którym filamenty septynowe 
są ułożone prostopadle do filamentów szyjki i równolegle do osi połączenia komórka 
macierzysta -  pączek. W modelu tym, obraz filamentu szyjki drożdży oglądany 
w mikroskopie elektronowym [5] odpowiada liniowemu szeregowi jednego silnie 
zabarwionego obszaru podjednostek septyny [20].

Na podstawie omawianego modelu można wnioskować, że odległość między 
filamentami powinna zależeć od długości kompleksu septyny. Jak sugerują Cooper
1 Kiehart [11] model ten można testować przez użycie rekombinowanych septyn 
o różnych długościach z zastosowaniem metody użytej przez Kilmartina i wsp. 
do badań nad białkiem Spcl 10p/Nuflp drożdży [32].

FUNKCJE SEPTYN

Badania septyn zostały niedawno rozpoczęte, a ich rola nie jest do końca po- 
znana.W pączkujących drożdżach mutacje genów septynowych prowadzą do zaniku 
filamentów szyjki, zaś lokalizacja immunocytochemiczna septyn, obserwowana za 
pomocą mikroskopu świetlnego, pokrywa się z filamentami szyjki obserwowanymi 
pod mikroskopem elektronowym. Współwystępowanie septyn i filamentów szyjki 
wymaga potwierdzenia na tym samym skrawku ultrastrukturalnym tym bardziej, 
że pierścień septynowy wykrywa się immunofluorescencyjnie w szyjce w czasie 
cyklu komórkowego także przed i po pojawieniu się filamentów szyjki identyfi
kowanych ultrastrukturalnie [38].
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RYSUNEK 1. Modele tworzenia i uporządkowania filamentów septynowych (wg Field i wsp. [20]): A -  
Kompleks septyn o długości 26 nm przedstawiony jako liniowe uporządkowanie trzech podwójnie 
zwiniętych homodimerów (białe, szare, czarne). B -  Kompleks A ulega liniowej polimeryzacji tworząc 
filament in vitro. C i D -  Alternatywne modele uporządkowania filamentów na obwodzie szyjki połączenia 
komórka macierzysta-pączek u drożdży, widziane od strony powierzchni w płaszczyźnie horyzontalnej. 
W modelu C stała odległość między filamentami utrzymuje się dzięki białku związującemu, a filamenty 
ułożone są helikalnie wzdłuż szyjki. W modelu D filamenty kontaktują się ze sobą bocznie i ułożone są 
poprzecznie do osi pączkowania. Stała odległość (28 nm) wynika z powtarzalności podjednostek kom

pleksu

Filamentów septynowych na razie nie stwierdzono ultrastrukturalnie in situ w 
dzielących się komórkach zwierzęcych, chociaż same białka septynowe wykrywa 
się immunocytochemicznie w bruzdach podziałowych wielu komórek, a ultrastru- 
kturę zwierzęcych bruzd podziałowych intensywnie badano. Być może septyny 
istnieją w tych komórkach w postaci filamentów, ale są trudne do identyfikacji 
ultrastrukturalnej wśród gęstej sieci filamentów aktynowych i filamentów pośrednich, 
zwłaszcza że aktyna i filamenty pośrednie mają ok. 10 nm szerokości.

Dobrym modelem do dalszych badań mogą być orzęski, charakteryzujące się 
niezwykle rozbudowanym cytoszkieletem powierzchniowym [25]. Dzięki zastoso
waniu przeciwciała monoklonalnego (12G9) udało się zidentyfikować struktury fi- 
lamentowe w orzęskach: Tetrahymena [27], Paraurostyla oraz Paramecium [26], 
których funkcje w komórce odpowiadają funkcji filamentów septynowych w innych 
organizmach. Białka septynopodobne dzielących się orzęsków biorą udział, między
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innymi w tworzeniu bruzdy podziałowej; w komórkach interfazalnych występują 
w strukturach wokół ciałek bazalnych wykazujących charakter delikatnych włó- 
kienek.

Jaka jest rola septyn w cytokinezie? W pączkujących drożdżach zaobser
wowanie zaburzeń cytokinezy prowadzących do powstawania komórek wieloją- 
drowych pozwoliło zidentyfikować oryginalne mutacje, które doprowadziły do 
odkrycia genów septyn i ich produktów zlokalizowanych w bruździe podziałowej. 
Mutant Drosophila -  pnut, również wykazuje występowanie komórek wieloją- 
drowych, zgodnie z defektem w cytokinezie i położeniem septyny w miejscach 
cytokinezy [19, 44]. Wstrzyknięcie przeciwciała septyny mysiej Nedd5 do komórek 
HeLa w okresie późnej anafazy i wczesnej telofazy powoduje regresję bruzdy po
działowej i tworzenie komórek dwujądrowych [34].

Proces podziału komórkowego wykazuje wiele podobieństw u roślin, drożdży 
i komórek zwierzęcych [50],'choć septyn roślinnych jeszcze nie opisano. Cytokineza 
w komórkach zwierzęcych wymaga pierścienia kurczliwego, który tworzy się pod 
koniec cyklu komórkowego w pozycji określonej zazwyczaj przez aparat mitotyczny. 
Pierścień kurczliwy zawiera aktynę i miozynę (oraz wiele białek towarzyszących); 
miozyna jest niezbędna w procesie cytokinezy do zaciskania pierścienia, który dzieli 
komórki potomne [31, 40, 54]. Miozyna drożdży bierze udział w syntezie ściany 
komórkowej i ustanawianiu miejsca pączka w następnym pokoleniu [48, 53]. Faktem 
jest, że septyny odgrywają zasadniczą rolę w mechanizmie podziału, ale nasuwają 
się pytania, czy septyny odgrywają tę samą czy różne role w cytokinezie drożdży 
i zwierząt. Wcześniejsze porównania tych dwóch typów podziału komórkowego 
skłaniały badaczy do uznania, iż podobieństwa polegają na niezbędnej obecności 
septyn, aktyny, miozyny II oraz syntezy nowej błony komórkowej w końcowych 
fazach cytokinezy. Różnice prawdopodobnie występują we wczesnej fazie cyto
kinezy, w której odbywa się wybór miejsca podziału, rekrutacja białek do prze
prowadzenia cytokinezy, synteza nowej błony komórkowej i inicjacja cytokinezy 
[40, 45].

W pączkujących drożdżach położenie miejsca pączka, jak również zaciskanie 
przewężenia pomiędzy komórką macierzystą i potomną istnieje od początku cyklu. 
Zarówno septyny, jak i filamenty szyjki są obecne w szyjce połączenia komórka 
macierzysta -  pączek, ale nie jest oczywiste, czy ulegają one kurczeniu w czasie 
cytokinezy. Raczej pierścień septynowy dzieli się w płaszczyźnie podziału, tak 
więc matka i pączek otrzymują nienaruszony pierścień o zredukowanej grubości, 
ale nie średnicy.

Septyny mogą spełniać rolę „wskazówki” dla miejsca przyszłego pączka, co 
przedstawia model Chanta [8] (rys. 2). Model ten został wyprowadzony z badań 
genetycznych oraz analizy współwystępowania septyn z innymi białkami [10, 51]. 
Produkty genów Bud3, Bud4 i związane z nimi czynniki mogą dostarczać znaczników 
powierzchniowych dla jednobiegunowego pączkowania w komórkach haploidal-
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RYSUNEK 2. Model Chanta [8] roli septyn w determinacji miejsca inicjowania nowego pączka w 
pączkowaniu jednobiegunowym drożdży: Podczas fazy G1 septyny tworzą pierścień na jednym biegunie 
w wyniku działania kaskady ustanawiającej polarność (strzałka). W fazie S pączek rośnie w obecności 
pierścienic septynowego, a następnie w fazie G2/M białko Bud3p dołącza do pierścienia septynowego; 
podczas cjtokinezy ten podwójny pierścień rozdwaja się przechodząc do komórek potomnych, w których 
ulega degndacji, natomiast oddziaływanie białek Budlp i Cdc42p GTPazy (strzałka) ustanawia miejsce

nowego pierścienia septynowego

nych [10, 51]. Immunolokalizacja wykazała, że w późnej fazie cyklu komórkowego 
białko Bad3p otacza podwójnym pierścieniem obszar przewężenia między komórką 
macierz)stą a pączkiem; jest to pozycja, gdzie komórki będą tworzyły osiowo pączki 
w następnym cyklu komórkowym. Podczas cytokinezy ma miejsce podział pod
wójnego pierścienia na dwa pojedyncze, z których każdy pozostaje w komórce 
potomnej do czasu zapoczątkowania nowego pączka, kiedy to pierścienie Bud3p 
rozpraszają się. Postuluje się, że Bud3p jest rekrutowane do obszaru szyjki przez 
uprzednio istniejący pierścień septynowy [8]. Tak więc podczas pączkowania ko
mórek haploidalnych występuje swoisty cykl: pierścień septynowy działa jako ma
tryca do gromadzenia Bud3p i białek towarzyszących, a czynniki te determinują 
położenie pierścieni septynowych w następnym pokoleniu. Bud3p wraz z septynami 
stanowi zatem swoistego rodzaju „pamięć strukturalną” uporządkowania przestrzeń-
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nego dziedziczoną z jednego cyklu komórkowego do następnego. Mechanizm tego 
procesu jest prawdopodobnie bardzo skomplikowany; mieści się w nim cała se
kwencja przemian odpowiedzialna za polaryzację miejsca tworzenia pączka na po
czątku cyklu komórkowego, mianowicie kaskada GTPazowa białek Budlp i Cdc42p 
[9, 12, 24, 30, 49].

Opisano również genetyczne oddziaływania między genami septynowy mi i genami 
potrzebnymi do dwubiegunowego modelu pączkowania w komórkach diploidalnych 
[1,21,55]. Mechanizm możliwy dla tych oddziały wań jest trudniejszy do interpretacji, 
ponieważ silna korelacja pomiędzy lokalizacją septyn i determinacją miejsca przy
szłego pączka nie pasuje do dwubiegunowego modelu pączkowania [8]. Obok czte
rech septyn koniecznych w podziale komórki wegetatywnej, drożdże mają dwie 
dodatkowe septyny: Spr3p i Spr28p, które biorą udział w kształtowaniu ściany 
zarodnika w czasie sporulacji [13, 18, 47] oraz w morfogenezie związanej z two
rzeniem wyrostków w komórkach koniugujących [22, 30]. Tak więc, rola septyn 
może być zróżnicowana w zależności od warunków fizjologicznych wzrostu komórki 
[15, 22, 30, 36, 49].

Septyny innych organizmów mogą również pełnić dodatkowe funkcje poza cy- 
tokinezą. Podczas gastrulacji zarodków muszki owocowej septyny stwierdzono w 
miejscu, gdzie aktyna i miozyna współdziałają w czasie zaciskania bmzdy grzbietowej 
[ 19]. W neuroblastach ludzkich septynę znaleziono nie tylko w bruździe podziałowej, 
ale także w dystalnych częściach włókien naprężeniowych zawierających aktynę 
oraz w punktach adhezji do podłoża, a także w skupiskach degenerujących neuronów 
w chorobie Alzheimera [33].

Struktury septynopodobne znakowane monoklonalnym przeciwciałem 12G9 
skierowanym przeciwko białkom cytoszkieletu orzęska Tetrahymena [27] stwier
dzono także w punktach adhezji do podłoża fibroblastów kręgowców z zarodków 
kurzych oraz komórek 3T3 hodowanych in vitro [28], co potwierdza podobieństwo 
antygenu 12G9 do lepiej poznanych septyn zwierząt i drożdży. Jak wiadomo, w 
punktach adhezji występuje również wielocząsteczkowy kompleks białek towarzy
szących aktynie [45], zaś same mikrofilamenty aktynowe uczestniczą w lokali
zowaniu filamentów septynowych w interfazalnych komórkach HeLa [34]. W trakcie 
gojenia małych uszkodzeń warstwy komórek ssaków hodowanych in vitro i w 
operowanych zarodkach kurzych in vivo tworzą się na krawędzi zranionej wiązki 
filamentów aktynowych wraz z białkami towarzyszącymi (np. miozyna II, wilina, 
tropomiozyna) podobne do pierścieni zaciskających bruzdę podziałową, w której 
występują septyny [3, 4]. Białka septynopodobne, znakowane przeciwciałem 12G9 
znaleziono w stmkturze przyrannej operowanego orzęska Paraurostyla oraz wirka 
Catenula [28]. Zatem dalsze badania nad oddziaływaniem septyn z aktyną i innymi 
białkami pozwolą, być może, na bliższe poznanie mechanizmów nie tylko cytokinezy, 
ale i gojenia rany.
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PODSUMOWANIE

Septyny stanowią nową rodzinę białek występującą we wszystkich dotychczas 
badanych pod tym kątem eukariontach. Po raz pierwszy wykryto je w pączkujących 
drożdżach, gdzie współwystępują z filamentami szyjki łączącej pączek z komórką 
matczyrą. Ostatnie badania wykazały, że septyny wy stępują także w innych grzybach, 
owadach i kręgowcach, a także pierwotniakach. Bez względu na oczywiste różnice 
w cytoknezie różnych gatunków (np. pączkowanie drożdży, niepełne rozdzielanie 
komórek w syncycjum wczesnego zarodka muszki (Drosophila), pełny podział ko
mórek pierwotniaków czy komórek nabłonkowych kręgowców in vitro) septyny 
wydają się być niezbędne w tym procesie. Septyny zdają się być zaangażowane 
także w wielu innych procesach, w tym w przekazywaniu do komórek potomnych 
przestrzennego uporządkowania prowadzącego do organizacji cytoszkieletu podpo- 
wierzchiiowego.
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INDUKCJA EM BRIONALNA W ZARODKACH  
XENOPUS LAEVIS -  CZYNNIKI INDUKUJĄCE

EM B R Y O N A L IN D U CTIO N  IN XEN O PU S LAEVIS  EM BR Y O S -  
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Zakład Histologii i Embriologii, Wydział Weterynaryjny,
Szkoła Główna Gospodarstwa Wiejskiego, Warszawa

Streszczenie: Indukcja embrionalna leży u podstaw różnicowania się komórek. Mimo licznych badań na 
ten temat charakter czynników indukcyjnych długo był niejasny. W ostatnich latach zidentyfikowano 
szereg produktów genów zarodkowych: białka sekrecyjne oraz czynniki transkrypcyjne, zdolnych do 
indukcji. W artykule przedstawiono, jakie białka sekrecyjne i czynniki transkrypcyjne są czynne w 
indukcji we wczesnym okresie rozwoju zarodków żaby Xenopus. Szczególną uwagę zwrócono na rolę 
tych czynników w tworzeniu centrum Nieuwkoopa, indukcji mezodermy, indukcji organizatoraSpeman- 
na oraz w indukcji nerwowej.

Słowa kluczowe: embriologia, indukcja, induktory, Xenopus.

Summary: Embryonic induction lies at the base of cell differentiation. Despite numerous studies the 
nature of the inducers remained unclear for a long time. In recent years, however, embryonic gene 
products: secreted proteins and transcription factors capable of inducing have been identified. In this 
review secreted proteins and the transcription factors active in embryonic development of the frog 
Xenopus laevis have been presented. The focus is on the role of these factors in the establishment of the 
Nieuwkoop center, mesodermal induction, induction of the Spemann organizer and in neural induction.

Key words: embryonic induction, Xenopus, inducers.

1. WSTĘP

Indukcja embrionalna jest to wzajemne oddziaływanie na siebie różnych części 
rozwijającego się zarodka, powodująca utworzenie nowego szlaku rozwojowego
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w jednym lub obu reagujących systemach [33]. Stoi ona u podstaw różnicowania 
się komórek w każdym rozwijającym się organizmie. Badania nad indukcją em
brionalną, zwłaszcza w rozwoju zarodków płazów i ptaków mają już bardzo długą 
historię. Rozpoczęli je Spemann i Mangold w 1924 r., a w 1935 r. Spemann został 
za nie wyróżniony nagrodą Nobla. Od tej pory zainteresowanie indukcją embrionalną 
nie słabnie. Spemann i Mangold pierwsi wprowadzili pojęcie indukcji embrionalnej 
induktora, czyli czynnika indukującego i kompetencji jako zdolności komórki do 
odpowiedzi na działanie induktora. Przez wiele lat starano się bezskutecznie określić 
naturę i mechanizmy funkcjonowania czynników indukcyjnych. Dopiero pod koniec 
lat osiemdziesiątych zwrócono uwagę na czynniki wzrostowe jako potencjalne in- 
duktory. Od tego czasu uzyskano wiele nowych informacji, które przybliżają nas 
do zrozumienia istoty indukcji embrionalnej. Najwięcej badań w tym zakresie pro
wadzonych jest na zarodkach płazów, a w szczególności na zarodkach Xenopus, 
które z wielu względów najlepiej się do tego nadają.

Podstawowe procesy zachodzące w czasie indukcji embrionalnej omówione są 
w podręcznikach embriologii [4*, 18*1]. W artykule tym zostaną przedstawione 
ostatnie osiągnięcia w badaniach nad czynnikami biorącymi udział we wczesnej 
indukcji embrionalnej w zarodkach Xenopus.

2. ROZWÓJ ZARODKA PŁAZA

Jaja płazów są mezolecytalne, wyraźnie spolaryzowane, można bowiem w nich 
wyróżnić biegun animalny z jądrem komórkowym i wegetatywny z zagęszczonymi 
płytkami żółtka (rys. 1). Biegunowość jaja wiąże się z rozłożeniem żółtka w gra
diencie animalno- wegetatywnym, a podkreślona jest zagęszczeniem ziaren pigmentu 
-  melaniny w warstwie korowej pod błoną komórkową na półkuli animalnej. W 
warstwie korowej znajdują się także mikrotubule oraz filamenty aktynowe i mio- 
zynowe, stanowiące podścielisko błony komórkowej. W cytoplazmie jaja zawarte 
są informacje rozwojowe w postaci różnych mRNA i białek zsyntetyzowanych 
w czasie oogenezy.

Wniknięcie plemnika powoduje resymetralizację jaja z promienistej na grzbie- 
towo-brzuszną. Odbywa się to na skutek depolaryzacji błony komórkowej, reakcji 
korowej i obkurczenia się cytoplazmy korowej na półkuli animalnej, co powoduje 
przesunięcie się warstwy korowej wraz z barwnikiem, tzw. rotację korową. Na 
skutek tych przesunięć na granicy półkuli animalnej i wegetatywnej na stronie 
jaja przeciwległej do miejsca wniknięcia plemnika tworzy się obszar, który u wię
kszości płazów ma szare zabarwienie, tzw. szary półksiężyc. W zapłodnionych 
jajach Xenopus obszar ten nie wyróżnia się odmiennym zabarwieniem.

’np. 18* -  pozycja zawiera obszerniejszą literaturę.
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Bruzdkowanie całkowite nierównomiernie 
prowadzi do wytworzenia kulistej blastuli z jamą 
-  blastocelem w środku. Ściana blastuli Xenopus 
składa się z kilku warstw komórek, z małych 
blastomerów wokół bieguna animalnego i dużych 
w półkuli wegetatywnej. Pośredniej wielkości bla- 
stomery tworzą skośny pas na granicy półkuli 
animalnej i wegetatywnej zwany strefą brzeżną 
(,marginal zone). Wyróżnia się stadia wczesnej, 
średniej i późnej blastuli. Kluczowym dla rozwoju 
zarodka jest przejście z wczesnej do średniej bla
stuli -  МВТ (Mid Blastula Transitioń), kiedy koń
czą się synchroniczne podziały blastomerów i roz
poczyna się ekspresja własnych (zygotycznych) 
genów zarodka. Do МВТ rozwojem zarodka kie
ruje wyłącznie matczyna informacja rozwojowa, nagromadzona uprzednio w jaju 
w czasie oogenezy.

Gastrulacja jest związana z ruchami komórek, a morfologicznym przejawem 
ich rozpoczęcia jest powstawanie pragęby. Wpuklanie się komórek grzbietowej 
części strefy brzeżnej do jamy blastuli prowadzi do wytworzenia prajelita, którego 
strop zawiera materiał na strunę grzbietową, boki na mezodermę przyosiową i boczną, 
a dno na endodermę (rys. 8). Wpuklanie się komórek zachodzi dzięki ruchom 
powodującym równoczesne skupianie się ich w pasma w linii środkowej zarodka

oraz wydłużanie się tych pasm w kierunku przy
szłego końca głowowego zarodka, co zostało na
zwane ruchami morfogenetycznymi zbieżno-wy- 
dłużającymi (convergent-extension). W końco
wym etapie gastrulacji obszar półkuli animalnej 
obejmujący ektodermę rozciąga się i okrywa pół
kulę wegetatywną, która wpukla się do blastocelu 
i pozostaje widoczna jedynie w formie czopa żół
tkowego zatykającego pragębę. W ektodermie 
wyodrębnia się płyta nerwowa, której boczne fał
dy łączą się ze sobą tworząc cewę nerwową. Za
rodek osiąga wtedy stadium neuruli.

W trakcie rozwoju płaza z jaja o symetrii pro
mienistej powstaje zarodek o wyraźnych osiach: 
grzbietowo-brzusznej D-V (dorso-ventralis) i 
przednio-tylnej A-P (anterior-posterior) o syme
trycznym ułożeniu zawiązków narządów wzdłuż 
osi A-P. Początkiem przemiany symetrii promie

RYSUNEK 2. Schemat bruzdkującego 
zarodka Xenopus w stadium 32 blasto
merów: zaznaczone miejsce wniknięcia 
plemnika w czasie zapłodnienia oraz 
przewidziany kierunek rozwoju blasto
merów: A -  biegun animalny, W -  bie

gun wegetatywny

A

RYSUNEK 1. Schemat jaja Xenopus\ 
A -  biegun animalny, W -  biegun we

getatywny
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nistej jest przesunięcie się składników 
jaja i nierównomierne ich przydzielenie 
poszczególnym blastomerom. Interak
cja między różniącymi się składem bla- 
s to m eram i, z w ła sz c z a  w s tre fie  
brzeżnej, rozpoczyna procesy indu
kcyjne. W dalszym rozwoju wzajemne 
oddziaływanie różnych grup komórek 
prowadzi do wytworzenia listków za
rodkowych. Narządy pierwotne, a na
stępnie ostateczne narządy powstają na 
skutek dalszych indukcji tzw. drugo
rzędnych w obrębie listków zarodko
wych i ich pochodnych. Prace ekspery
mentalne wielu autorów dały podstawę 
do wysunięcia hipotezy wielu różnych 
organizatorów działających w kolejno
ści czasowej i przestrzennej w rozwoju 
zarodka płazów, w szczególności w wy

znaczaniu, determinacji i różnicowaniu osi zarodkowych.

3. METODY BADANIA INDUKCJI U PŁAZÓW

Znakując różnymi metodami poszczególne komórki blastuli można prześledzić 
ich los w trakcie rozwoju zarodka. Na tej podstawie sporządzono już dawno mapę 
presumptywnych obszarów jaja i blastuli Xenopus (rys. 2, 5).

Klasyczną metodą badania indukcji embrionalnej płazów, wprowadzoną jeszcze 
przez Spemanna, jest wszczepianie wycinków zarodka dawcy w różne okolice za
rodka biorcy. Później stosowano często metodę sandwiczów hodując razem wycinki 
różnych listków zarodkowych czy fragmentów zarodka. W wielu badaniach po
sługiwano się znakowaniem grup lub pojedynczych komórek. Badano również kse- 
noindukcję, tj. wpływ obcych tkanek i różnych substancji chemicznych na 
wywoływanie indukcji. Zaznaczyć tu trzeba, że głównym kryterium pozytywnego 
wyniku indukcji jest otrzymanie wtórnej cewy nerwowej wyznaczającej dodatkową 
oś A-P zarodka. Liczne badania prowadzone są na izolowanych częściach blastuli 
i gastruli. zwłaszcza na izolowanej półkuli animalnej nazwanej czapeczką animalną 
(ianimal cap) -  AC, która hodowana in vitro różnicuje się wyłącznie w nietypową 
ektodermę. AC używane są jako modele testowania wpływu różnych substancji 
na przebieg indukcji. Badane są również odpowiedzi na czynniki indukcyjne po

RYSUNEK 3. Schemat blastuli zarodka Xenopus\ 
strzałki wskazują kierunek działania czynników in
dukcyjnych z półkuli wegetatywnej na strefę brzeż
ną; A -  biegun animalny, B -  strona brzuszna, G -  
strona grzbietowa, W -  biegun wegetatywny, zazna
czone miejsce wniknięcia plemnika w czasie zapłod

nienia
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jedynczych komórek izolowanych z zarodka. W ostatnich latach zastosowanie całego 
wachlarza metod biologii molekularnej i inżynierii genetycznej posunęło badania 
nad wczesnym rozwojem zarodków kręgowców. Metody te połączone z cytoim- 
munnologicznym oznaczaniem białek i zastosowaniem mikroskopu konfokalnego 
pozwoliły na lokalizację niektórych czynników indukcyjnych w wczesnych fazach 
rozwoju zarodkowego Xenopus.

4. WYZNACZANIE OSI GRZBIETOWO-BRZUSZNEJ
ZARODKA

Determinacja osi D-V zachodzi przed pierwszym podziałem bruzdkowania na 
skutek rotacji korowej. Rotacja korowa prowadzi do zmiany składu cytoplazmy 
w rejonie podrównikowym po stronie przeciwnej do miejsca wniknięcia plemnika, 
przez co rejon ten staje się wyznacznikiem strony grzbietowej zarodka. Przemie
szczanie warstwy korowej zachodzi na skutek ślizgania się względem siebie mi- 
krotubul zlokalizowanych w warstwie korowej półkuli wegetatywnej [27].

Wysunięto dwie przeciwstawne hipotezy dotyczące mechanizmu wyznaczania 
osi D-V przez rotację korową:

1) Rotacja korowa w czasie pierwszego cyklu komórkowego dostarcza wskazówek 
przestrzennych, które aktywują lokalnie poszczególne rejony jaja; w nich z kolei 
ujawniają się nowe wskazówki decydujące o późniejszych etapach determinowania 
osi D-V.

2) Na biegunie wegetatywnym jaja są zlokalizowane determinanty grzbietowe 
i w czasie rotacji przesuwają się do rejonu podrównikowego [38].

Za tą drugą hipotezą przemawiają wyniki badań z ostatnich dwóch lat. Wykazano 
bowiem, że wegetatywna warstwa korowa jest specjalną częścią cytoszkieletu, w 
której zakotwiczają się czynniki matczyne oraz że w niezapłodnionym jaju na małym 
obszarze (obejmującym około 2% powierzchni warstwy korowej) na biegunie we
getatywnym skupione są determinanty grzbietowe [22, 38]. W rotacji korowej de
terminanty te przesuwane są wzdłuż linii południka do rejonu podrównikowego. 
W czasie bruzdkowania determinanty zostają przydzielone określonym blastomerom. 
W blastuli ta mała grupa komórek zlokalizowana w rejonie wegetatywnym poniżej 
części równikowej tworzy tzw. centrum Nieuwkoopa [10] (rys. 3, 9). Centrum 
to indukuje w przylegających do niego komórkach pasa równikowego powstanie 
organizatora Spemanna. W odróżnieniu od organizatora Spemanna komórki centrum 
Nieuwkoopa nie wchodzą w skład struktur, które ono indukuje, a zgodnie ze swoim 
przeznaczeniem wchodzą w skład endodermy.

Determinanty grzbietowe mogą być transportowane w czasie oogenezy, doj
rzewania jaja oraz po zapłodnieniu wraz z tzw. chmurkami (ang. nuage material) 
związanymi z mitochondriami i stanowiącymi determinanty komórek prapłciowych.
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TABELA 1. Zestawienie czynników białkowych odgrywających rolę 
w początkowych procesach indukcji w zarodkach Xenopus.

Czynniki Lokalizacja w rozwoju zarodka Działanie na izolowaną 
AP

Litera
turaja

jo

blastula gastrula

CZYNNIKI SEKRECYJNE
Rodzina TGF (3
(Transforming Growth
Factor) -  transformujący
czynnik wzrostowy typu (3
Aktywine X półkula struna dorsalizacja 3,21*

weget. grzbietowa mezodermy
BMP (Bene M orphogenetic X cała brzuszna wentralizacja mezoder 3,9*,
Protein) -  białko morfoge- połowa my, epidermizacja 16,
netyczne kości 21*,48
V g 1 - półkula struna dorsalizacja mezodermy

weget. grzbietowa 3,10,
Chordyna ? 7 organizator dorsalizacja 21*

Spemanna
Dorsalina X 7 ektoderma 7 49*

epidermalna
Xnr białko kodowane - - organizator dorsalizacja 21*
przez gery związane Spemanna
z Nodal rryszy 14,17,

39
R odzina WNT
białka homologiczne
do wingless Drosophila
Xwnt 7 centrum strefa 3,10,

Nieuwkoopa brzeżna 15
N oggin X organizator neuralizacja ektodermy 3,52*

Spemanna
Follistatyna X - organizator neuralizacja 3

Spemanna
FG F (Fibroblast Growth X 7 organizator 3,21*,
Factor) ciynnik wzrostu Spemanna 52*
fibroblastow
CZYNNIKI TRANSKRYPCYJNE
R odzina T-box -  białka
o  domenie T-box
Apod (an ipodean) X strefa presumptywna mezoderma brzuszna 43*

brzeżna mezoderma mięśnie
Brat X strefa presumptywna mezoderma brzuszna 15*

brzeżna mezoderma
Eomes (eomesodermin) X strefa presumptywna mezoderma grzbietowa 15*,

brzeżna mezoderma 43*
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Czynniki Lokalizacja w rozwoju zarodka Działanie na izolowaną Litera
ja- blastula gastrula AP tura

1°
CZYNNIKI TRANSKRYPCYJNE
Veg-T X strefa

brzeżna
presumptywna
mezoderma
w a r g a

różne 51

Xbra (Xbrachyury) X strefa
brzeżna

blastoporu 
m e z o d e r m a  
zanika 
w strunie

dorsalizacja mezodermy 3,
7*,46*

Xombi (Xenopus optom otor 
blind)

X strefa
brzeżna

grzbietowej różne 31*

R odzina H om eobox koduje
białka o homeodomenie
Gsc (goosecoid) 

Lim-1

Otx [orthodenticle)

-

mezoderma
grzbietowa

?

organizator
Spemanna
organizator

modyfiikacja
mezodermy

3, 52* 

3

1 * 2 9 *

Siamois centrum
Spemanna
7 7 10

Vox X
Nieuwkoopa
cała część brzusz

na zarodka
wentralizacja 41*

X m sxl — — część brzusz
na zarodka

epidermizacja 45*

Xnot — strefa
brzeżna

częściowa wentralizacja 41*

Xwent mezoderma
brzuszna

mezoderma
brzuszna

wentralizacja 40*,
41*

Rodzina fo rk  head
HNF (hepatic nuclear factor) 
(dawniej LNF -  liver nuclear 
factor)
Pintallavis - -

mezoderma
endoderma

organizator
Spemanna

3,47* 

7*,51*

Białka z palcami cynkowymi
Xcat podobne do nanos 
u D rosophila

X - - 7 52

Inne białka
XIPOU strefa

brzeżna
grzbietowa

organizator
Spemanna

hamowanie BMP 49
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Wykazano, że chmurki te zawierają szereg specyficznych mRNA, takich jak mRNA 
dla Xcat-2, X w nt-ll (tab. 1) [43, 52].

Inny mechanizm wyznaczania strony grzbietowej zarodka Xenopus. proponuje 
Kageura [19]. W niezapłodnionym jaju czynnik grzbietowy jest zlokalizowany 
w cytoplazmie korowej dookoła bieguna wegetatywnego. Drugi czynnik określony 
jako korowy jest rozmieszczony nierównomiernie, najwyższe stężenie ma w strefie 
równikowej malejące w kierunku obu biegunów. Czynniki te są rozdzielone. W 
czasie rotacji korowej czynnik grzbietowy przesuwa się z bieguna wegetatywnego 
na przyszłą stronę grzbietową i rozciąga się na półkulę animalną. Ponieważ położenie 
czynnika korowego nie zmienia się, w rejonie grzbietowym części równikowej 
obydwa te czynniki nakładają się. Na skutek ich interakcji pojawia się ostateczny 
determinant nazwany rzeczywistym determinantem grzbietowym (actual dorsal de
terminant), który determinuje centrum Nieuwkoopa. Może on być zmodyfikowanym 
czynnikiem korowym lub zmodyfikowanym czynnikiem grzbietowym.

Jakie są mechanizmy działania i natura samych determinantów grzbietowych, 
nie wiadomo. Za czynniki dorsalizujące uważne są przez wielu autorów aktywina 
i białka sekrecyjne kodowane przez geny Vgl, noggin, Wnt (tab. 1), ponieważ 
indukują one drugą oś grzbietową zarodka, jednak rola ich w pierwotnej determinacji 
strony grzbietowej nie jest jasna.

Niektórzy autorzy przypuszczają, że determinantem grzbietowym jest proteaza, 
która rozszczepia prekursor Vg-1 (patrz dalej) do aktywnej formy [38*]. Zhang 
i King [51] sugerują, że determinantem grzbietowym może być czynnik trans- 
krypcyjny Veg-T, tworzy on gradient stężenia wzdłuż osi animalno-wegetatywnej, 
który może determinować losy komórek przez regulację genów docelowych w za
leżności od poziomu jego stężenia.

W centrum Nieuwkoopa ulegają ekspresji geny Siamois i Wnt (tab. 1). Białko 
Siamois pojawia się w grzbietowej części półkuli wegetatywnej w jądrach ko
mórkowych w МВТ. W centrum Nieuwkoopa wykryto również obecność cząsteczek 
sygnalizacji śródkomórkowej: kateniny (3* oraz kinazy syntazy gIikogenowej-3 
GSK-3 (Glycogen Synthase Kinase). Katenina a , jak i katenina (3 oraz plakoglobina 
są syntetyzowane w czasie oogenezy w oocycie Xenopus. Katenina [3 jest obecna 
pod koniec rotacji korowej w warstwie mikrotubul na grzbietowej stronie jaja, a 
następnie w grzbietowych blastomerach z maksimum koncentracji w zewnętrznej 
warstwie ektodermalnej. Od stadium 16 blastomerów znajduje się także w jądrach 
komórkowych. Wstrzyknięta do zarodka katenina [3 gromadzi się na grzbietowej 
stronie zarodka [10, 19*, 24, 28, 50].

Wnt dla działania indukcyjnego wymaga pośrednictwa kateniny (3 [10]. Z kilku 
znanych białek rodziny Wnt obecnych w zarodku Xenopus, tylko Xwnt-8 wpływa

* Katenina jest białkiem cytoplazmatycznym związanym z kadheryną i także czynnikiem transkry- 
pcyjnym.
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na ekspresję kateniny |3. Wstrzyknięte do zarodka Xwnt-8 zwiększało w nim ilość 
kateniny o ponad 200%, podczas gdy Xw nt-ll wpływało minimalnie na poziom 
kateniny. Xwnt-8 hamuje działanie GSK-3, ta w braku Xwnt-8 fosforyluje bez
pośrednio kateninę, powodując jej degradację. Asymetryczne rozmieszczenie ka
teniny (3 w zarodku we wczesnej blastuli może być spowodowane większą akty
wnością GSK-3 na stronie brzusznej niż na grzbietowej [27].

Według Fagotto i wsp. [10] centrum Nieuwkoopa powstaje dzięki kaskadzie 
sygnalizacyjnej Wnt- GSK -  katenina [3, w której Wnt rozpoczyna szlak transdukcji 
hamując działanie GSK-3, przez co uruchamiania sygnalizację kateniny [3, pro
wadzącą do ekspresji Siamois. Centrum Nieuwkoopa wydziela z kolei czynnik (czyn
niki ?) bliżej jeszcze nieznany, który w przylegającej mezodermie grzbietowej 
indukuje powstanie organizatora Spemanna. Autorzy ci uważają również, że akty- 
wina, Vg-1 i Noggin nie mogą być determinantami grzbietowymi, gdyż nie wymagają 
obecności kateniny (3 dla swej funkcji indukcyjnej.

5. INDUKCJA MEZODERMALNA

Indukcja mezodermalna zachodzi w blastuli jeszcze przed rozpoczęciem ekspresji 
genów zygotycznych. Uważa się obecnie, że indukcja mezodermy zachodzi rów
nocześnie z indukcją endodermy [15].

Półkula wegetatywna jest dominującą we wczesnej blastuli i wpływa na dalszy 
rozwój zarodka. Czynniki w niej wydzielane lub znajdujące się wpływają na komórki 
leżące w części granicznej -  równikowej, ukierunkowując je w przyszłe komórki 
mezodermalne. Czynniki indukujące mezodermę -  tzw. mezodermizujące są roz
mieszczone nierównomiernie w półkuli wegetatywnej, co wykazano już dawno ba
dając zdolności indukcyjne poszczególnych 
blastomerów. Makromery grzbietowe indukują 
w półkuli animalnej strunę grzbietową i mięśnie, 
a makromery brzuszne powstawanie mezotelium 
i mezenchymy. [4]. Prowadzi to więc do wy
tworzenia uporządkowanego wzoru różnicowania 
się przyszłej mezodermy wzdłuż osi D-V. Dla 
ułatwienia obszary strefy brzeżnej zaindukowanej 
w mezodermę i przeznaczone na wytworzenie 
określonych struktur nazwano strefą brzeżną 
grzbietową, boczną, czyli pośrednią i brzuszną 
(rys. 4).

Wysunięto kilka hipotez przebiegu indukcji RYSUNEK 4. Podział strefy brzeżnej 
mezodermalnej. Hipoteza lansowana przez Smith w blastuli zarodka Xenopus: A -  bie- 

i Slacke [40,42] pod koniec lat osiemdziesiątych *un animalny’w ’  biegun 
zakłada trzy sygnały w indukcji mezodermalnej.
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Pierwszy sygnał pochodzi z grzbietowej części półkuli wegetatywnej i indukuje 
struntę grzbietową oraz niewielką ilość mięśni, drugi sygnał pochodzi z brzusznej 
części i indukuje krew, mezenchymę i mezotelium. Trzeci sygnał, wytworzony 
już przez samą zaindukowaną mezodermę, determinuje jej część grzbietową i po- 
woduije, że z bocznej mezodermy tworzą się mięśnie zamiast krwi i mezenchymy. 
Obecnie przedstawiane są dwa modele indukcji mezodermy. Jeden zakłada, że me- 
zoderma brzuszna jest stanem podstawowym, jaki przyjmuje strefa brzeżna zain- 
dukowana przez półkulę wegetatywną w braku sygnałów dorsalizacyjnych. Według 
drugiego dla uformowania mezodermy brzusznej konieczne są aktywne sygnały 
i nie wystarcza pierwotne zaindukowanie w kierunku mezodermy [16*].

W ciągu ostatnich 10 lat rozpoznano charakter niektórych czynników indu
kując ych mezodermę. Są to zarówno białka sekrecyjne, jak i czynniki transkrypcyjne. 
Rolę tych czynników badano głównie śledząc ich wpływ na AC, wstrzykując ich 
transkrypty do wczesnych zarodków lub do poszczególnych komórek. Jednak dzia
łanie danego czynnika w warunkach eksperymentalnych nie zawsze odzwierciedla 
jego działanie in vivo. Brak jest również jednolitych kryteriów określających wynik 
działania danego czynnika.

Czynniki sekrecyjne

Rozpoczęcie indukcji mezodermy odbywa się pod wpływem czynników mat
czynych przed transkrypcją genów zygotycznych w МВТ. W ostatnich kilku latach 
wyka.zano że białka bFGF i eFGF, akty wina, Vg 1 i transkrypty genów Xbra, 
Eomes, Apod, Xwnt 8, Brat, (tab. 1), które mają wpływ na różnicowanie się me
z o d e rm y ,  są już obecne przed zapłodnieniem w jaju Xenopus [3 ,  15, 4 3  i inni].

Co najmniej dwa rodzaje mezodermy zo
stają zaindukowane w strefie brzeżnej 
przed МВТ. Brzuszną mezodermę indu
kują czynniki aktywne w części brzusznej 
półkuli wegetatywnej, a czynniki wytwa
rzane w centrum Nieuwkoopa indukują me
zodermę grzbietową. Lemaire i Gurdon 
(cyt. za [51]) sugerują, że dla wytworzenia 
wzoru mezodermy konieczna jest równo
czesna aktywacja dwóch szlaków: indu
kcyjnego i autonomicznego komórkowego. 
W tym drugim mogą uczestniczyć czynniki 
matczyne, o czym świadczą obserwacje, 
że w komórkach izolowanych z strefy

RYSUNEK 5. Schemat obszarów presump- brzeżnej blastuli autonomicznie ulegają 
tywnych blastuli zarodka Xenopus: A -  biegun . .. ,,

amirr.alny, W — biegun wegetatywny ekspresji geny charakterystyczne dla

http://rcin.org.pl



INDUKCJA EMBRIONALNA W ZARODKACH X. LAEVIS 359

wczesnej mezodermy, takie jak: Gsc i Xwnt -8 (Lemaire i Gurdon 1994 cyt. za 
[15])

Za główne czynniki indukujące mezodermę uważa się akty winę, Vgl i Noggin. 
Aktywina była pierwszym czynnikiem wzrostowym z rodziny TGFß, który został 
rozpoznany jako czynnik indukujący mezodermę [4]. To rozpuszczalne białko wy
stępuje w wielu narządach kręgowców. Aktywina gromadzi się w oocycie Xenopus 
prawdopodobnie transportowana z pęcherzyka jajnikowego (gdyż w oocycie nie 
znaleziono jej mRNA [21]). We wczesnej blastuli jest rozmieszczona nierów
nomiernie w półkuli wegetatywnej, w wyższym stężeniu w części grzbietowej. 
Rozmieszczenie jej pokrywa się z polem morfogenetycznym dla indukcji mezodermy 
określonym przez Nieuwkoopa i innych [4]. We wczesnej gastruli ekspresja akty winy 
ogranicza się do obszarów przyszłej struny grzbietowej i struktur głowowych [21]. 
Aktywina działa na komórki AC w zależności od stężenia, w dużych dawkach 
indukuje mezodermę grzbietową. Na podstawie tego sądzi się, że endogenny gradient 
stężenia aktywiny jest odpowiedzialny za różnicowanie się poszczególnych części 
mezodermy (patterning) [21] i uważa się akty winę za czynnik dorsalizujący pier
wotnie zaindukowaną mezodermę. Aktywina może aktywować czynniki matczyne 
przed wejściem zarodka w МВТ [50]. Zahamowanie indukcji mezodermy przez 
aktywinę można także uzyskać wprowadzając do zarodka okrojone receptory typu 
II dla aktywiny [21]. Zablokowanie czynności indukcyjnej aktywiny daje w sumie 
sygnał neurulizujący. Naturalnym inhibitorem aktywiny jest follistatyna (patrz 
rozdz. 6).

Cząsteczki matczynego Vg 1 zlokalizowane w wegetatywnej półkuli jaja i we 
wczesnym zarodku są nieaktywne [52]. Dojrzewanie tego białka, prawdopodobnie 
potranslacyjne, zachodzi w komórkach grzbietowej części półkuli wegetatywnej 
[21]. Dojrzały Vg 1 ma zdolność indukowania mezodermy grzbietowej i orga
nizowania całej osi grzbietowej w AC. Uważany jest za naturalny induktor me
zodermy grzbietowej [21].

Działanie dorsalizujące Vgl i aktywiny zachodzi bezpośrednio w miejscach po
wstawania organizatora Spemanna o obniżonej ekspresji Siamois [10]. Białka te 
mogą jednak działać jako trzeci sygnał Smith i Slacka, naśladując czynniki wy
dzielane przez centrum Nieuwkoopa indukujące organizator Spemanna. Zgadza się 
to z poglądem, że organizator Spemanna jest determinowany przez koordynację 
sygnałów mezodermalnych i sygnałów dorsalizujących z centrum Nieuwkoopa [ 10*].

Ostatnio zwrócono uwagę na działanie białek BMP (tab. 1) w indukcji em
brionalnej. W blastuli ulegają ekspresji Bmp-2, Bmp-4 i Bmp-7. BMP-2 jest białkiem 
matczynym występującym w bardzo małym stężeniu i przypuszcza się, że ta forma 
nie działa w indukcji mezodermy. Białka BMP-4 i BMP-7 mają podobną lokalizację 
we wczesnym zarodku i prawdopodobnie pełnią jednakową funkcję. Ekspresja 
genu Bmp-4 rozpoczyna się w МВТ w całym zarodku, z maksimum w brzusznej 
jego połowie. We wczesnej gastruli białko to wykrywane jest w części brzusznej
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i brzuszno-bocznych strefy brzeżnej. Zawartość mRNA dla BMP-4 w brzusznej 
strefie brzeżnej jest 5 razy wyższa niż w grzbietowej [9, 41]. W czasie gastrulacji 
ekspresjaBmp-4 zanika w presumptywnej neuroektodermie, a pozostaje w brzusznej 
i bocznej strefie brzeżnej oraz w presumptywnej ektodermie epidermalnej [14, 16]. 
W warunkach eksperymentalnych BMP-4 indukuje mezodermę brzuszną w AC, 
hamuje także rozwój mezodermy grzbietowej w AC zaindukowanej aktywiną. 
Wstrzyknięty do wczesnego zarodka mRNA dla BMP-4 blokuje rozwój struktur 
grzbietowych. Brzuszna strefa brzeżna z wysoką ekspresją Bmp-4 nie ulega do- 
rsalizacji pod wpływem sygnałów z organizatora [16]. Częściowe zahamowamie 
działania BMP-4 w bocznych obszarach strefy brzeżnej prowadzi do wytworzenia 
mięśni i przednercza [16]. Nadekspresja Bmp-4 powoduje rozwój epidermy, a za
hamowanie tej ekspresji rozwój neuroektodermy [14, 16]. Funkcję BMP-4 hamuje 
akty wina, follistatyna, Noggin i chordyna [16]. Chordyna i Noggin wiążą się bez
pośrednio z BMP-4 [14*]. Wykazano również, że efekt działania BMP-4 i akty winy 
zależy od czasu jego działania oraz od zapotrzebowania na ten czynnik komórek 
reagujących z nim. Przedłużenie działania może wyrównać jego niski poziom [48].

Różne wyniki, jakie uzyskiwano działając BMP-4 na izolowaną półkulę animalną 
i izolowane komórki zarodka, zostały ostatnio wyjaśnione. Białko BMP4 jest, jak 
się wydaje, kluczowym czynnikiem odgrywającym rolę zarówno w indukcji me
zodermy, jak i w różnicowaniu się ektodermy w epidermę i neuroektodermę. Uważa 
się, że BMP-4 jest równocześnie czynnikiem wentralizującym mezodermę i epi- 
dermalizującym ektodermę. Po rozpoczęciu transkrypcji genów zygotycznych w 
średniej blastuli BMP-4 wywiera działanie wentralizujące na mezodermę i uodparnia 
ją na działanie czynników dorsalizujących [16]. Wynik działania BMP-4 zależy 
od jego stężenia, lokalizacji oraz od stadium rozwoju zarodka. Stopniowanie aktyw
ności BMP-4 w strefie brzeżnej jest wynikiem nakładania się antagonistycznych 
czynników: BMP-4 i Noggin (rys. 10). Obydwa te czynniki uważane są za działające 
na dużą odległość (long range), stąd ich stężenie może być także regulowane przez 
dyfuzję w substancji międzykomórkowej. W zależności od stężenia BMP-4 indukuje 
w AC z blastuli 4 rodzaje komórek mezodermalnych [9]. Różnicowanie się me
zodermy brzusznej przejawiające się ekspresją genu Xwent-1 jest skutkiem naj
wyższej aktywności BMP-4. Z bocznych części strefy, gdzie aktywność BMP-4 
jest częściowo zablokowana przez Noggin różnicują się mięśnie z ekspresją mar
kerowego dla nich genu Xm f 5. Dosch i wsp. [9] podkreślają, że ważniejsza jest 
aktywność BMP-4 niż jego stężenie.

Do rodziny TGF[3 należą także białka kodowane przez geny Xnr (tab. 1), homo
logiczne z genami nodal występującymi w węźle pierwotnym zarodka myszy. W 
zarodkach Xenopus aktywne są cztery geny Xnr 1, 2, 3 i 4. Xnr 1, 2 i 4 odgrywają 
rolę w indukcji mezodermy, Xnrl i Xnr2 ulegają ekspresji w całej strefie brzeżnej, 
a Xnr4 w głębokiej warstwie grzbietowej strefy brzeżnej. Indukują one mezodermę 
w AC, jednak każdy inaczej. Białko Xnr2 jest najsilniejszym induktorem, już w
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małych dawkach aktywuje gen Xbra uważany za marker mezodermy oraz gen 
gsc (tab. 1). Xnr2 indukuje mezodermę zależnie od stężenia, a obecność Noggin 
zwiększa jego aktywność [39]. Xnr4 aktywuje równocześnie Xbra i Xwent [17]. 
Xnr3 nie jest zdolny do indukcji mezodermy i odgrywa rolę w organizatorze Spe
manna (patrz niżej). Produkty genów Xnr nie zostały znalezione do tej pory w 
jaju wśród białek informacji matczynej, prawdopodobnie ekspresja ich jest uru
chamiana dopiero w blastuli. Sądzić więc można, że nie biorą one udziału w po
czątkowej indukcji mezodermy i odgrywają rolę w utrzymaniu mezodermy i 
wytwarzaniu organizatora Spemanna. Ekspresja genów Xnr zanika po gastrulacji, 
jedynie Xnrl w dalszym rozwoju zarodka wpływa na asymetryczne położenia serca 
i zawoju jelita [39].

Stennard i wsp. [43] uszeregowali czynniki z rodziny TGF[3 według wzrastającej 
zdolności dorsalizacji mezodermy w następującej kolejności: aktywina, Y gl, Xnr2,

Nieco światła na działanie indukcyjne czynników TGF(3 rzuciły wyniki badań 
nad ich receptorami. Zarówno aktywina, Vg 1, jak i BMP oddziałują na komórki 
za pośrednictwem takich samych heterodimerowych kompleksów receptorów ob
jętych nazwą ALK (activin receptor like kinase), złożonych z receptora typu I 
(ActRI - ALK2, BMPRIA - ALK3, XALK4) oraz receptora typu II (ActRII, BMPRII, 
Tli). BMP wiąże się z receptorem typu II i fosfory luje reszty sery nową i treoninową 
sródkomórkowej domeny receptora typu I. Rozpoczyna to kaskadę sygnałów trans- 
dukcyjnych, w której udział biorą białka o wspólnej nazwie Smad. Białka te usfo- 
forylowane przemieszczane są z cytoplazmy do jądra komórkowego, gdzie regulują 
transkrypcję docelowego genu (genów). W transdukcji sygnałów BMP-4 czynne 
są Smad 1 i Smad 4 [44, 48], aktywina działa prawdopodobnie przez Smad 2 
[48]. Chang i wsp [6] wykazali, że aktywina wiąże się z kompleksem receptora 
typu I (XAlk 4) z receptorem typu II (XActRIIB). BMP-3 może się wiązać z 
kompleksami innych receptorów. Jeżeli BMP-4 zwiąże się z kompleksem receptora 
typu I -  BMPRI (Alk3) i typu II -  ActRIIB, indukuje mezodermę, natomiast jeżeli 
zwiąże się z kompleksem receptora typu I -  BMPRI (Alk3) z bliżej nieznanym 
receptorem typu II, indukuje ektodermę (rys. 6). Dla indukcji mezodermy konieczna

BMP-4.

BMP-4 BMP-4 aktywina
receptor II 
[nieznany]

BMPRI 
[ALK 3]

ActRIIB
[XARI]

ACTRi
[ALK4]

determinacja determinacja
ektodermy mezodermy

determinacja
mezodermy

RYSUNEK 6. Schemat działania indukcyjnego BMP i aktywiny zależnego od kompleksu receptorów 
(wg Chang i wsp. [6] nieco zmieniony; szersze omówienie w tekście)
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jest obecność w kompleksie receptora ActRIIB. Zablokowanie jednego receptora 
w kompleksie powoduje zahamowanie aktywności indukcyjnej czynnika. W cy- 
toplazmie jaja zawarty jest natomiast mRNA dla receptora aktywiny typu II. Re
ceptory typu I i II dla akty winy ulegają ekspresj i po pierwszym podziale bruzdkowania 
w zarodku Xenopus [6]. Działanie czynników indukujących z rodziny TGF[3 jest 
prawdopodobnie regulowana nie tylko przez aktywne receptory.

Właściwości indukcyjne FGF wykazano pod koniec lat osiemdziesiątych [40]. 
Zarówno transkrypty matczyne, jak i samo to białko znajdują się w półkuli we
getatywnej zapłodnionego jaja [21], jak się wydaje czynnik ten pełni wieloraką 
funkcję zależnie od stadium rozwoju zarodka Xenopus. W AC FGF indukuje me- 
zodermę brzuszno-boczną, mezenchymę i w niewielkiej ilości mięśnie, nie indukuje 
natomiast mezodermy grzbietowej i krwi (tj. definitywnej mezodermy brzusznej). 
Uważa się, że sygnały FGF są niezbędne dla tworzenia tułowia i tylnej mezodermy 
ze struną grzbietową i mięśniami włącznie, ponieważ zablokowanie receptorów 
dla FGF w całym zarodku powoduje defekty w rozwoju struktur tylnych. Tworzenie 
się przednich części ciała jest niezależne od FGF [5, 21]. Sygnalizacja FGF jest 
potrzebna dla odpowiedzi komórek na indukcję aktywiny. Nie jest jasne, czy szlaki 
sygnalizacyjne aktywiny i FGF zachodzą równocześnie w tych samych komórkach 
i w tym samym czasie. Cornell i wsp. (cyt. za [5]) uważają, że czynniki podobne 
do aktywiny obecne w półkuli wegetatywnej nie prowadzą do wytworzenia me
zodermy, ponieważ w tej półkuli brak jest sygnałów FGF, podczas gdy FGF obecne 
w pasie równikowym blastuli pozwala na ekspresję w tych komórkach genów me- 
zodermalnych. Nie wiadomo jednak, jak sygnały FGF są wykluczane z endodermy.

Tada i wsp. [46] widzą co najmniej podwójną rolę FGF w tworzeniu mezodermy 
u Xenopus. Czynnik ten jest zdolny do indukcji mezodermy w presumptywnej 
ektodermie, ale właściwość ta zanika na początku gastrulacji, na skutek wygasania 
kompetencji w komórkach ektodermalnych.

W czasie tworzenia się mezodermy sygnalizacja FGF wiąże się z ekspresją genów 
Xbra i eFGF i powstaje samoregulująca się pętla. FGF indukuje ekspresję genu 
Xbra, a białko Xbra indukuje ekspresję genu fgf. Obecność FGF jest potrzebna 
dla utrzymania pętli. Ta wzajemna regulacja zachodzi tylko w mezodermie grzbie
towej, Ekspresja Xbra w mezodermie brzusznej nie podlega autoregulacji [7]. W 
normalnym zarodku FGF jest potrzebny dla ruchów gastrulacyjnych bocznych i 
brzusznych przy formowaniu się pragęby. Zarodki z zablokowanym receptorem 
dla FGF nie wytwarzają pragęby [31].

W przekazywaniu sygnału induktorów mezodermalnych pośredniczą kinazy 
Raf-1 i MAP [1, 5]. La Bonne i Whitman [5] wykazali, że aktywna kinaza MAP 
jest nieodzowna dla prawidłowej funkcji FGF w rozwoju zarodka Xenopus. Mierzyli 
oni aktywność tej kinazy i stwierdzili, że jest niewielka w czasie bruzdkowania, 
a wzrasta nieco we wczesnej blastuli. Jest jednakowa w półkuli wegetatywnej i 
strefie brzeżnej, ale kilkakrotnie wyższa niż w półkuli animalnej. Po stadium MBT
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aktywność kinazy Map gwałtownie wzrasta w całym zarodku i osiąga maksimum 
w połowie gastrulacji, przy czym najwyższa jest w półkuli wegetatywnej. Przed 
powstaniem komórek butelkowych (charakterystycznych dla rozpoczynającej się 
gastrulacji [4]) aktywność kinazy MAP kilkakrotnie zwiększa się w grzbietowej 
części zarodka, następnie wykazuje się ją  wokół tworzącej się pragęby. Niska aktyw
ność kinazy MAP w półkuli animalnej, jak się sądzi, osłabia działanie FGF i zapobiega 
odpowiedzi na sygnały mezodermizujące. Aktywność kinazy MAP w tworzących 
się wargach pragęby i obecność tam FGF świadczą o roli tego czynnika wzrostowego 
w ruchach morfogenetycznych komórek w czasie gastrulacji. Ponadto endogenna 
aktywacja kinazy MAP przez FGF w zarodku wpływa na nabywanie kompetencji 
przez komórki trzech listków zarodkowych w odpowiedzi na wczesne sygnały in
dukcyjne [5].

W indukcji mezodermy, jak się wydaje, odgrywa rolę również białko Wnt. Gen 
Xwnt-8 ulega ekspresji w strefie brzeżnej, która zanika w organizatorze Spemanna 
pod wpływem białka Gsc. Działanie Xwnt nie jest jeszcze jasne. Jak się wydaje, 
białko to działa inaczej we wczesnej blastuli, kiedy wpływa na wytworzenie centrum 
Nieuwkoopa, a inaczej po МВТ, kiedy powoduje wentralizację przedniej mezodermy 
i hamuje jej zdolność indukcji przedniej części mózgu [34]. Xwnt-8 wstrzyknięte 
do brzusznych blastomerów przed МВТ powoduje powstanie z nich pełnej osi 
wtórnej zarodka [51]. Rozmieszczenie transkryptów Xwnt-8 w normalnym zarodku 
Xenopus w części brzusznej i fakt, że nadekspresja Xwnt w późnej blastuli we- 
ntralizuje już zaprogramowaną mezodermę, nie wskazują na jego rolę jako mody
fikatora mezodermy. Może działać jako modyfikator kompetencji komórek, 
zmieniając odpowiedź komórki na indukcję i wzmacniając przez to tworzenie się 
mezodermy grzbietowej [34].

Czynniki transkrypcyjne

Obok czynników wzrostowych na determinację i różnicowanie się mezodermy 
ma wpływ wiele czynników transkrypcyjnych ulegających ekspresji w blastuli i 
w gastruli.

Czynniki transkrypcyjne z rodziny T-box: Apod, Brat, Xbra i Eomes, Xombi, 
Veg-T (tab. 1) jako transkrypty matczyne znajdują się w cytoplazmie jaja, a następnie 
ulegają ekspresji zygotycznej. Matczyny Xbra mRNA jest rozmieszczony w jaju 
równomiernie, ale może być uwidoczniony dopiero po zabezpieczeniu go przed 
działaniem rybonukleaz [51]. Prawdopodobnie indukuje endodermę [15]. Geny 
Apod, Brat i Xbra uważa się za geny panmezodermalne, a ich ekspresja wskazuje 
na ukierunkowanie komórek w mezodermę. Zygotyczna ekspresja Apod i Eomes 
zachodzi równocześnie w szerokim pasie równikowym w МВТ [43]. Xbra i Brat 
ulegają ekspresji w zaindukowanej presumptywnej mezodermie w późnej blastuli 
i wczesnej gastruli. W dalszym rozwoju ekspresja Xbra utrzymuje się w strunie
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grzbietowej, a ekspresja Brat w niej zanika [15]. Białko Veg-T w jaju jest zlo
kalizowane w tych samych miejscach cytoplazmy korowej co V g l. W MBTekspresję 
Veg-T oraz Xbra obserwuje się w jądrach komórek początkowo w całej strefie 
brzeżnej. Następnie ekspresja Veg-T zanika w strunie grzbietowej, ale pozostaje 
dookoła zamykającej się pragęby [51].

W warunkach eksperymentalnych każde z wyżej wspomnianych białek z rodziny 
T-box indukuje inny rodzaj mezodermy. Apod indukuje mezodermę brzuszną i 
mięśnie, a Xbra mezodermę brzuszną [8]. Brat niezależnie od dawki indukuje me
zodermę w całej strefie brzeżnej [15]. Jak się wydaje, żaden z tych czynników 
nie jest zdolny do samodzielnej i całkowitej indukcji mezodermy. Geny Apod i 
Eomes mają zdolność wzajemnego aktywowania się i tworzą pętlę regulacji krzy
żowej (crossregidatory loop). Eomes indukuje również ekspresję Xbra [43]. Xbra 
powoduje dorsalizację mezodermy, jeżeli ulega ekspresji równocześnie z Noggin 
i Xxvnt [51*]. Wykazano również podobne synergistyczne działanie Xbra i pin- 
tallavis [51*]. Ponadto jak wyżej wspomniano, Xbra kooperuje w indukcji me- 
zodermalnej z FGF [7]. Xbra w swej domenie regulacyjnej ma zarówno rejon 
aktywujący, jak i rejon hamujący [51].

Veg-T w warunkach eksperymentalnych wykazuje różne działania. Ma zdolność 
samoregulacji [60]. Ektotopowa ekspresja tego genu przemienia ektodermę w me
zodermę i wywołuje ekspresję Xwnt-8. Veg-T i Xwnt8 mają właściwości wentra- 
lizujące. Veg-T wstrzyknięte do blastomerów wentralnych przed MBT powoduje 
powstanie z nich niepełnej osi wtórnej zarodka. Może zmieniać właściwości po
wierzchniowe komórek ektodermy. Ekspresja Veg-T w różnych rejonach zarodka 
powoduje powstawanie innych typów komórek, zależnie od ich początkowej kom
petencji [51]. Różne stężenia Veg-T mogą powodować albo aktywację, albo represję 
tego samego genu.

Białko Xombi jest, jak się wydaje, kluczowym czynnikiem transkrypcyjnym 
odgrywającym rolę w rozpoczęciu ruchów morfogenetycznych na początku ga- 
strulacji. Białko to znajduje się w nie zapłodnionym jaju, a w czasie bruzdkowania 
zlokalizowane jest w jądrach blastomerów wegetatywnych. Nie wiadomo jednak, 
jaką rolę pełni ono w tym okresie rozwoju zarodka. Można przypuszczać, że in 
vivo wpływa na „ogólne” zaprogramowanie mezodermy, in vitro bowiem w izo
lowanych komórkach presumptywnej ektodermy powoduje (w wysokim stężeniu) 
ekspresję charakterystycznych genów mezodermalnych: Xbra, Xwnt8 i gsc [31]. 
Lustig i wsp. [31] nie wykluczają, że Xombi może odgrywać rolę także w rozwoju 
endodermy. Zygotyczna ekspresja Xombi rozpoczyna się po MTB w grzbietowej 
strefie brzeżnej. Przed rozpoczęciem ruchów gastrulacyjnych Xombi wykrywa się 
w obszarze całej przyszłej wargi pragęby z wyjątkiem pasma komórek przezna
czonych na wytworzenie prajelita wywędrowujących najbardziej powierzchownie. 
Później Xombi w strunie grzbietowej zanika. O roli Xombi w tworzeniu się wargi 
pragęby świadczy fakt, że wokół miejsca wstrzyknięcia mRNA Xombi wpuklają
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się komórki, co jest poprzedzone takimi samymi zmianami morfologicznymi w 
komórkach wargi grzbietowej (jak gromadzenie się pigmentu w apikalnej części 
komórek, tworzenie się komórek butelkowych). Ekspresja Xombi jest aktywowana 
w AC przez czynniki sekrecyjne indukujące mezodermę: aktywinę i FGF oraz 
przez czynnik transkrypcyjny Xbra. Przy czym obecność FGF nie jest konieczna 
dla rozpoczęcia tej ekspresji, lecz jest niezbędna dla jej kontynuacji w środkowej 
i późnej gastruli [31]. Ekspresja Xombi w strefie brzeżnej w dalszym rozwoju 
zarodka pokrywa się z lokalizacją Xbra z tą różnicą, że Xbra nie zanika ze struny 
grzbietowej. Lustig i wsp. [31 ] sugerują, że te dwa białka mogą tworzyć pozytywnie 
regulującą się pętlę.

Czynniki transkrypcyjne z rodziny homeobox: Gsc, Vox, Xnot, Xwent-1 (tab. 
1) są syntetyzowane w blastuli i odgrywają rolę w tworzeniu mezodermy.

Gen gsc ulega ekspresji w późnej blastuli w rejonie mezodermy grzbietowej 
(najsilniej w organizatorze Spemanna) i odgrywa rolę w przebiegu gastrulacji. Gsc 
mRNA jest obecny w jądrach komórkowych, wykrywa się go w strefie brzeżnej 
w gradiencie malejącym wzdłuż osi grzbietowo-brzusznej z maksimum w części 
grzbietowej. Takie rozmieszczenie pokrywa się z lokalizacją i gradientem stężenia 
aktywiny. Ekspresja gsc jest aktywowana przez aktywinę [16, 43]. Wykazano rów
nież, że gradient Gsc w strefie brzeżnej blastuli może być regulowany przez stopień 
aktywności cyklu transdukcyjnego fosfatydylo inozytolowego (PI), przy czym zwię
kszona aktywność cyklu obniża ekspresję gsc [1]. Gsc wraz z akty winą zależnie 
od stężenia wpływają na los komórek mezodermalnych i w ten sposób modelują 
mezodermę. Ekspresja gsc w izolowanej półkuli wegetatywnej prowadzi do wy
tworzenia niepełnej wtórnej osi zarodka [8, 49]. Jednak jako czynnik transkrypcyjny 
jądrowy, sam nie może uruchomić indukcji, musi być wspomagany przez czynnik 
sekrecyjny.

Vox znajduje się w niezapłodnionym jaju i wczesnej blastuli w niewielkiej ilości. 
Zygotyczny pojawia się w blastuli w całym zarodku, a na początku gastrulacji 
jest eliminowany z przyszłej struny grzbietowej i płytki nerwowej. Ekspresja Vox 
wyprzedza nieco ekspresję Bmp-4 i w czasie gastrulacji pokrywają się one. Vox 
podobnie jak BMP-4 powoduje wentralizację AC, a nadekspresja jego genu w 
zarodku całkowitą jego wentralizację. Dokładniejsza analiza wykazała, że wentra- 
lizacja jest wynikiem zablokowania genów gsc, Xnot-2, chordyny z równoczesną 
stymulacją Bmp-4 i MyoD na grzbietowej stronie zarodka [41]. Schmidt i wsp. 
[41] przyjmują, że BMP-4 i Vox nawzajem się regulują tworząc pętlę, która jest 
niezbędna dla stabilizacji rejonu brzusznego zarodka. Zdolność produktów nie
których genów do indukowania niekompletnej wtórnej osi zarodka może być spo
wodowana blokowaniem powstawania tej pętli regulacyjnej.

Geny Xwent ulegają pozygotycznej transkrypcji w mezodermie brzusznej po 
MBT. Aktywacja tych genów podobnie jak genu XMyf-5 w częściach lateralnych
s________________
*XMyf-5 jest markerem różnicujących się mięśni.
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trefy brzeżnej zależna jest od aktywności BMP-4. Lokalizacja ekspresji Xwent-1 
i Xwent-2 pokrywa się z tym, że obszar ekspresji Xwent-2 rozciąga się dalej w 
kierunku grzbietowym. Obszar ekspresji XMyf-5 rozdziela komórki z aktywnymi 
genami Xwent od komórek z aktywnym genami noggin (rys. 10). W eksperymencie 
Xwent powoduje też wentralizację zarodka [9].

HNF-4 (tab. 1) jest syntetyzowany we wczesnej blastuli jako jedno z pierwszych 
białek pozygotycznych i jest lokalizowany w jądrach komórkowych. Ilość jego 
nie zmienia się w ciągu dalszego rozwoju zarodka. Inny natomiast czynnik z tej 
samej rodziny -  H N F -la  pojawia się w mezodermie wczesnej gastruli. Obydwa 
te czynniki są ze sobą funkcjonalnie powiązane [47]. Ekspresja H N F la  w AC 
jest stymulowana przez akty winę. Stąd można uważać, że aktywina za pośrednictwem 
HNF indukuje mezodermę i endodermę.

Na dalsze różnicowanie się zaindukowanej mezodermy wpływa Xmsz-1 (tab. 
1). Ekspresja tego genu zachodzi w strefie brzeżnej oraz w brzusznych i bocznych 
obszarach półkuli animalnej, W AC jest on aktywowany przez BMP-4. Samo 
białko Xmsz-1 nie ma zdolności indukowania mezodermy w AC, wentralizuje na
tomiast częściowo mezodermę grzbietową, ale nie prowadzi do wytworzenia w 
niej komórek krwi. Prawdopodobnie jest on potrzebny dla wczesnej fazy róż
nicowania się komórek mezodermalnych w prekursory mioblastów [32].

W czasie indukcji mezodermy, a następnie w trakcie jej przemieszczania się 
w czasie gastrulacji, oprócz zmian kształtów komórek zmienia się lokalnie wzajemna 
adhezja komórek i do fibronektyny. Fibronektyna występuje w zarodkach Xenopus 
w dachu blastocelu, a następnie między przemieszczającymi się warstwami komórek. 
Jest ona niezbędna dla ruchów morfogenetycznych. Ramos i wsp. [37] zwrócili 
uwagę na zmianę aktywności integryn w tych procesach. Czynniki indukujące mają 
wpływać na istniejące już receptory, integryny a5 i (31, aktywując je lub inhibując.

Wyniki przedstawionych wyżej badań wskazują, że w zarodku Xenopus me- 
zoderma grzbietowa jest indukowana przez czynniki z rodziny TGFp, natomiast 
brzuszna przez BMP i FGF. Równocześnie czynniki transkrypcyjne z rodziny T-box 
i rodziny homeobox modyfikują już zaindukowaną mezodermę, ukierunkowując 
ją na odpowiednią drogę rozwoju.

6. ORGANIZATOR SPEMANNA

Od czasu odkrycia Spemanna i Mangold [4,18] organizator Spemanna jest okre
ślany jako zespół komórek w grzbietowej części blastuli, która indukuje drugą 
oś zarodka, jeżeli zostanie wszczepiona do zarodka w stadium wczesnej gastruli. 
Jest to dynamicznie zmieniająca się struktura, która reguluje procesy rozwojowe 
oraz tworzy struktury osiowe. Funkcja organizatora Spemanna polega na indukcji
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RYSUNEK 7. Schemat początku gastrulacji 
zarodka Xenopus.

systemu nerwowego, dorsalizacji me
zodermy w bocznej strefie brzeżnej, roz
poczęciu i wykonywaniu ruchów mor- 
fogene- tycznych i samoróżnicowaniu 
się w strunę grzbietową, przedstrunową 
mezodermę i endodermę gardzieli (rys.
7 i 8).

Organizator Spemanna w warunkach 
normalnych jest determinowany przez 
koordynację sygnałów mezodermal- 
nych i sygnałów dorsalizujących wy
syłanych przez centrum N iewkoopa.'
Według Lane i Kelly [26] tworzy się 
on w dwóch etapach. W pierwszym bla- 
stomery centrum Nieuwkoopa indukują 
leżące nad nimi komórki strefy brzeż
nej do wytworzenia organizatora późnej
blastuli (late blastula organizer) (rys. 9). Jest on zlokalizowany w wegetatywnej 
połowie zarodka, obejmuje prospektywną mezodermę głowy, część materiału na 
strunę grzbietową i somity w głębokiej warstwie, a w warstwie powierzchniowej 
prospektywną endodermę gardzieli. W drugim etapie organizator późnej blastuli 
indukuje w leżących nad nim komórkach półkuli animalnej organizator gastruli 
(gastrula organizer), który następnie różnicuje się w strunę grzbietową i dorsalizuje 
boczne części strefy brzeżnej. Na granicy między tymi dwoma częściami organizatora

Spemanna uwidacznia się pasmo komó
rek w formie półksiężycowatego łuku, 
nazwane przez tych autorów wegeta
tywną strefą uporządkowania (vegetal 
aligment zone), w której komórki wy
dłużają się wzdłuż przyszłej osi A-P. 
Strefa ta, według nich, ma być niezbęd
na dla zorganizowania struny grzbieto
wej i somitów oraz dla wykonania 
ruchów zbieżno-rozciągających. Być 
może jest to najważniejszy składnik 
organizatora Spemanna lub właściwy 
organizator.

W organizatorze Spemanna wykryto 
RYSUNEK 8. Schemat gastruli zarodka Xenopus: obecność czynników sekrecyjnych:
główki strzałek wskazują kierunek sygnałów indu- chordyny, follistatyny, HNF, Noggin,
kujących wysyłanych że struny grzbietowej w kie- Xnr3 oraz czynników transkrypcyjnych:

runku ektodermy J J r  JJ J

pozostałość
blastocelu

jelito
pierwotne

kompetentna
ektoderma

indukująca
mezoderma

warga
grzbietowa

-  pragęba 

warga brzuszna
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Gsc, Pintallavis, Xbra, XIPOU (tab. 1) 
[3, 14, 16, 26]. Niektóre czynniki trans
krypcyjne (Xnot, Gsc, Zanf-1, Xotx-2) 
są aktywowane w МВТ, a następnie ule
gają one ekspresji w wardze grzbietowej 
pragęby [49]. Współdziałanie wymie
nionych, a prawdopodobnie i innych 
czynników określa działanie organiza
tora Spemanna. Pojawienie się trans- 
kryptów Noggin, chordyny, Gsc oraz 
Xnr3 w organizatorze jest stymulowane 
przez Siamois, natomiast obecność Sia- 
mois jest konieczna, lecz niewystarcza
jąca  dla ak tyw acji Xliml i Xbra. 
Prawdopodobnie inne czynniki współ
pracują przy aktywacji tych genów [1 1 ]. 
Follistatyna, chordyna i Noggin mają 
działanie neuralizujące, mogą ponad to 
dorsalizować mezodermę brzuszną. 
Białka te wiążą się bezpośrednio z 
BMP-4, przez co blokują działanie tego 
czynnika [49 i inni].

Noggin jest białkiem sekrecyjnym, które zdolne jest przywrócić oś D-V za
rodkowi z centrum Nieuwkoopa uprzednio zniszczonym przez promienie UV. Mat
czyny Noggin jest równomiernie rozmieszczony w jaju i w bruzdkującym zarodku. 
Zygotyczne transkrypty pojawiają się w wardze grzbietowej pragęby, a następnie 
w strunie grzbietowej [21]. Noggin indukuje ogólnie neuroektodermę i głowowe 
części cewy nerwowej. W warunkach eksperymentalnych nie ma zdolności indukcji 
mezodermy, jednak działa jako modyfikator wzoru mezodermy. W eksplantach 
dorsalizuje mezodermę brzuszną [3, 21].

Follistatyna* (tab. 1) wykrywana jest w jaju, a następnie w organizatorze Spe
manna, później w strunie grzbietowej i przednich strukturach nerwowych. Jest na
turalnym inhibitorem aktywiny, stąd w AC zaindukowanej w mezodermę powoduje 
aktywację genów markerowych dla tkanki nerwowej. Działa niezależnie od Noggin 
[3,21].

Chordyna (tab. 1) jest aktywowana w czasie gastrulacji przez Gsc. Ma działanie 
dorsalizujące, wiąże się bezpośrednio z BMP-4, przez co blokuje jego działanie. 
Wstrzyknięta do 16-blastomerowego zarodka powoduje powstanie drugiej osi AP 
zarodka [49 ii].

RYSUNEK 9. Schemat gastruli zarodka Xenopus: 
widok od strony grzbietowej, podział organizatora 
Spemanna według koncepcji Lane i Kelly [26]; GO 
-  organizator gastruli, LBO -  organizator późnej 
blastuli, VAZ -  wegetatywna strefa uporządkowa
nia, CN -  centrum Nieuwkoopa, W -  część wege
tatywna zarodka, strzałki wskazują kierunek działa

nia induktorów

*Follistatyna -  białko działające hamująco na wydzielanie FSH z przysadki kręgowców.
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Xnr 3 (tab. 1) jest genem specyficznym dla Xenopus, jak dotąd nie znaleziono 
go u innych kręgowców [39]. Ulega ekspresji wyłącznie w zewnętrznej warstwie 
komórek organizatora Spemanna. Warstwa ta przeznaczona jest na wytworzenie 
ektodermy, a warstwa głębsza na wytworzenie mezodermy. Zewnętrzna warstwa 
ma inną zdolność indukcyjną niż głęboka, jest ona organizatorem ruchu zbież
no-wydłużającego, w czym może odgrywać rolę Xnr 3. W AC Xnr 3 indukuje 
ekspresję markerów nerwowych i nie ma zdolności indukcji mezodermalnej. Me
chanizm działania Xnr 3 w indukcji nerwowej jest podobny jak Noggin, follistatyny 
i chordyny. Xnr 3 i BMP-4 działają antagonistycznie nawzajem się blokując. Xnr 
3 może także częściowo blokować indukcję mezodermy przez aktywinę, czym 
różni się od Noggin i chordyny [14]. Xnr 4 ulega ekspresji w głębokich warstwach 
organizatora, w strunie grzbietowej i cewie nerwowej, prawdopodobnie uczestniczy 
w formowaniu układu nerwowego [17].

Czynniki transkrypcyjne ulegające ekspresji w warunkach eksperymentalnych 
podobnie jak czynniki sekrecyjne mogą naśladować działanie organizatora. Gsc, 
Xanf-1 i Xnot indukują niepełną wtórną oś zarodka, a Siamois kompletną [49].

Ekspresję gsc w organizatorze Spemanna indukuje Siamois. Jest ona szczególnie 
wyraźna w komórkach, które przemieszczają się w czasie gastrulacji i stanowią 
zawiązek mezodermy przedstrunowej i przedniej endodermy. Ekspresja ta zachowuje 
się w nich po zakończonej gastrulacji [11]. Gsc stymuluje prawdopodobnie ruchy 
zbieżno-wydłużąjące tych komórek, bowiem komórki blastuli nastrzykane Gsc wy
konują takie mchy [3].

Ważną rolę w gastrulacji odgrywa czynnik transkrypcyjny XIPOU-2 (tab. 1). 
Gen kodujący ten czynnik jest aktywowany w МВТ i ulega ekspresji wyłącznie 
w grzbietowej strefie brzeżnej i organizatorze Spemanna. Jego genem docelowym 
jest gsc. XIPOU-2 wiąże się z dwoma elementami promotora (proksymalnym i 
dystalnym) i zawiesza ekspresję Gsc wywołaną przez aktywinę. Być może ma 
on również właściwość wiązania się z promotorami innych genów ulegających 
ekspresji w mezodermie grzbietowej i brzusznej. Ponadto hamuje ekspresję noggin, 
chordyny oraz Xlim i Xotx2, przez co aktywuje BMP w organizatorze. Nadekspresja 
XIPOU-2 jednak nie eliminuje funkcji organizatora Spemanna, a brak tej ekspresji 
zaburza jedynie powstawanie pochodnych części cewy nerwowej do przodu od 
pęcherzyka ocznego. XIPOU mRNA wstrzyknięte do komórek zarodka nie zmienia 
rozwoju mezodermy, neuralizuje ektodermę [49]. Witta i Sato [49] uważają, że 
XIPOU-2 ma działanie wentralizujące, ale paradoksalnie działa neuralizująco ha
mując w organizatorze Spemanna aktywność BMP (BMP4 lub BMP7). Sam XI- 
POU-2 nie indukuje tkanki nerwowej jedynie powoduje neuralizację ektodermy. 
Endogenny XIPOU-2 obniża w zarodku selektywnie na poziomie transkrypcji ogól
ną sygnalizację mezodermalną lub dorsalizację spowodowaną przez szlak WNT 
oraz może regulować wpływ organizatora na części głowowe przez supresję genów 
gsc, Xlim po ich uprzedniej ekspresji w МВТ.
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Działanie organizatora Spemanna jest wynikiem skomplikowanego współdzia
łania aktywującego i hamującego aktywność czynników sekrecyjnych i transkry- 
pcyjnych.

7. INDUKCJA NERWOWA

Półkula animalna zarodka płaza w stadium późnej blastuli obejmuje ektodermę 
brzuszną i grzbietową (rys. 5). Losy ich są odmienne, brzuszna przekształca się 
w naskórek i jego pochodne, grzbietowa w neuroektodermę dającą początek sy
stemowi nerwowemu. Indukcja nerwowa ektodermy grzbietowej zarodka płazów 
zachodzi w czasie wpuklania się chordomezodermy z powierzchni zarodka przez 
wargę grzbietową pod ektodermę. Przemieszczanie się chordomezodermy wiąże 
się z ruchami zbieżno-wydłużającymi jej komórek. Pierwsza koncepcja indukcji 
nerwowej wysunięta przez Spemanna i Mangold zakładała wysyłanie sygnałów 
indukcyjnych z chordomezodermy pionowo do leżącej nad nią ektodermy. Poszcze
gólne odcinki przyszłej struny grzbietowej wysyłają inne sygnały, czym tłumaczyli 
oni zróżnicowanie wzdłuż osi A-P struktur powstających z cewy nerwowej. Roz
patrywali także możliwość poziomego rozchodzenia się w ektodermie sygnałów 
emitowanych z wargi grzbietowej [35]. Zagadnienie sygnałów poziomych i pio
nowych jest nadal przedmiotem dyskusji. Wyniki wielu badań i obserwacji wskazują, 
że sygnały neuralizujące rozchodzą się zarówno pionowo, jak i poziomo [2 1].

Późniejsza koncepcja Nieuwkoopa przyjmuje dwie fazy indukcji nerwowej. W
pierwszej zachodzi aktywacja, a ekto- 
derma nabywa właściwości tworzenia 
struktur nerwowych przednich (przodo- 
mózgowie). Jest to etap niezbędny ukie- 
runkow ujący  ek toderm ę na szlak  
neuralizacji. W drugiej zachodzi trans
formacja zaindukowannej już ektoder
my w struktury nerwowe o charakterze 
bardziej tylnym wzdłuż osi A-P pod 
kontrolą induktora zlokalizowanego w 
organizatorze Spemanna w gradiencie 
malejącym ku przodowi [35 i inni].

Aktywacja zachodzi już w blastuli 
przez wczesne ukierunkowanie ektoder
my w dwa obszary: brzuszny presump- 
tyw nej ek toderm y naskórkow ej i 
grzbietowy neuroektodermy. W tym

RYSUNEK 10. Schemat działania Bmp i Noggin 
w strefie brzeżnej przedstawionej w przekroju po
przecznym do osi animalno-wegetatywnej zarodka
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procesie ważną rolę odrywa BMP. Jak już zaznaczono wyżej, BMP-4 wpływa 
na różnicowanie się mezodermy i epidermy. Na początku gastrulacji białko to jest 
eliminowane z okolic grzbietowych organizatora Spemanna i z obszaru przyszłej 
płytki nerwowej. Aktywność jego jest zahamowana na skutek działania czynników 
wydzielanych przez organizator Spemanna (Noggin, chordyna i follistatyna). W 
miejscu, gdzie zostaje zahamowana aktywność BMP-4, ektoderma różnicuje się 
w neuroektodermę. Nadekspresja Bmp-4 wygasza sygnały nerwowe i powoduje 
rozwój epidermy z całej ektodermy. Natomiast zahamowanie działania BMP-4 i 
BMP-7 prowadzi do wytworzenia tkanki nerwowej w AC [14]. Stąd BMP-4 uważany 
jest za czynnik indukujący epidermę. W półkuli animalnej podobnie jak w półkuli 
wegetatywnej efekty działania BMP-4 zależą od jego stężenia. Ilościowe różnice 
w sygnalizacji BMP-4 prowadzą do jakościowo różnych odpowiedzi komórek ekto- 
dermalnych. W gastruli BMP-4 ma wysoką aktywność w presumptywnej epidermie 
(ektoderma brzuszna), a nie ma jej w presumptywnej neuroektodermie (ektoderma 
grzbietowa), pośrednie natężenie aktywności obserwuje się na granicy między tymi 
polami w obszarze, z którego powstanie larwalny gruczoł cementowy. Ilościowe 
różnice w aktywności BMP-4 można naśladować wstrzykując do zarodka Smad 
1 w różnych stężeniach [48].

BMP-4 w indukcji epidermy jest wspomagane przez białka Msx (tab. 1). Ekspresja 
genów m sxl i msx2 we wczesnej gastruli ma taką samą lokalizację jak rozmieszczenie 
BMP-4. Poziom ekspresji msxl od wczesnej gastruli do stadium pączka ogonowego 
jest stały. Oba białka Msx w warunkach eksperymentalnych naśladują działanie 
BMP-4, powodując epidermizację AC, a przy nadeksperesji powodują wentralizację 
całego zarodka. Ekspresja msxl po rozproszeniu komórek półkuli animalnej zostaje 
w tych komórkach znacznie obniżona, co można tłumaczyć brakiem stymulacji 
ze strony BMP-4 lub brakiem bezpośredniego kontaktu komórek z sobą [45].

Do niedawna dyskutowano, co jest stanem wyjściowym dla różnicowania się 
ektodermy: prospektywna epiderma czy prospektywna neuroektoderma. Większość 
autorów uważała prospektywną epidermę za stan wyjściowy, gdyż AC hodowana 
w środowisku neutralnym in vitro samoistnie rozwija się w struktury przypominające 
epidermę. Wyniki badań ostatnich kilku lat wskazują jednak, że podstawowym 
stanem -  stanem wyjściowym dla komórek ektodermy jest „stan nerwowy” -  ukie
runkowanie neuralne. Wilson i wsp. [48] przeprowadzili szereg doświadczeń z 
rozproszonymi, a następnie agregowanymi komórkami ektodermalnymi pobranymi 
z półkuli animalnej z wczesnej gastruli. Istotną rolę w wyniku tych doświadczeń 
odegrał czas, przez jaki komórki były rozproszone. Po krótkim okresie rozproszenia 
reagregowane komórki różnicowały się w ektodermę z ekspresją keratyny, po 1-2  
godzinach rozproszenia tworzyły gruczoł cementowy, a po 3 godzinach powstawały 
komórki nerwowe z ekspresją NCAM. Tak więc przedłużona dysocjacja prowadzi 
do neuralizacji komórek ektodermy. Z obserwacji tych wynika, że komórki ekto- 
dermalne, a co najmniej presumptywne epidermalne, zawierają endogenne BMP-4,
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które po rozproszeniu komórek zostaje rozcieńczone i obniżone jego stężenie nie 
pozwala na wytworzenie epidermy. Utrata substancji międzykomórkowej może także 
powodować taki efekt. Kessler i Melton [21] sądzą, że bliska interakcja komórek 
w ektodermie brzusznej hamuje w nich rozwój w kierunku nerwowym, a dysocjacja 
uwalnia ich od tej represji.

Czynnikiem hamującym neuralizację ektodermy jest także akty wina. Kiedy dzia
łanie jej zostanie zneutralizowane przez follistatynę, komórki epidermalnne mogą 
się rozwijać w komórki nerwowe [21]. Również eliminacja Vox z obszarów przyszłej 
płytki nerwowej i struny grzbietowej jest warunkiem krytycznym dla wytworzenia 
struktur osiowych [41].

W sumie rozpoczęcie indukcji neuralnej (aktywacja Nieuwkoopa) polega bardziej 
na hamowaniu działania BMP niż na bezpośrednim oddziaływaniu czynników in
dukujących.

Zaindukowana neuroektoderma nie jest jeszcze zdolna do wytworzenia pełnego 
systemu nerwowego. Z izolowanej płytki nerwowej rozwijają się tylko przednie 
części mózgu. W eksperymentach follistatyna, Noggin i chordyna indukują przedni 
typ tkanki nerwowej, co wyraża się pojawieniem się w komórkach markerów 
specyficznych dla mózgu. Płytka nerwowa dla pełnego zróżnicowania wymaga dal
szego ukierunkowania (modulacji) zgodnie z koncepcją Nieuwkoopa.

W czasie gastrulacji przemieszczająca się chordomezoderma kontaktuje się z 
leżącą nad nią neuroektodermą i powoduje drugi etap indukcji, a to wyodrębnianie 
się presumptywnych obszarów tylnych tzw. posterioryzację. Wpuklanie się me
zodermy zaczyna się od przyszłego tylnego końca płytki nerwowej. Sygnały z 
chordomezodermy rozchodzą się pionowo i poziomo.

Za główny czynnik determinujący części tylne płytki nerwowej uważa się eFGF. 
Wiele obserwacji wskazuje na odmienną rolę tego czynnika w posterioryzacji neu- 
roektodermy niż w indukcji mezodermy i neuralizacji zarodka [14*]. Nadekspresja 
eFGF w gastruli powoduje nadmierny rozwój części tylnych zarodka i zahamowanie 
rozwoju części przednich. Kulki heparynowo-akryloamidowe nasączone eFGF 
wprowadzone do wargi grzbietowej pragęby w czasie gastrulacji powodowały rozwój 
tylnych struktur nerwowych a brak przodomózgowia, natomiast wprowadzone do 
wargi brzusznej pragęby dawały efekt wentralizujący, przejawiający się powię
kszeniem jelita tylnego {proctodeum) [36]. W rozproszonych komórkach ektoder- 
malnych gastruli FGF wywołuje tworzenie się neuronów i melanoforów [29]. 
Zarówno brak FGF, jak i jego receptorów zaburza rozwój centralnego systemu 
nerwowego, tułowia i ogonowych części zarodka [29]. Przy braku FGF komórki 
nie odpowiadają na działanie Noggin, co można wytłumaczyć wpływem FGF na 
kompetencje komórek neuroektodermy [29]. W normalnym rozwoju zarodka kom
petencja ektodermy na indukcję nerwową, w tym na działanie Noggin, gwałtownie 
wzrasta na początku gastrulacji i spada w późnej gastruli [23]. Rolę eFGF w 
tworzeniu osi głowowo-ogonowej potwierdzają wyniki badań Pownall i wsp. [36],
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którzy wykazali, że tylne geny Hox, odpowiedzialne za segmentację tyłomózgowia, 
są aktywowane przez eFGF, natomiast geny, które są czynne w przedniej części 
płytki nerwowej, nie zależą od eFGF. FGF wyraźnie ma inną funkcję w indukcji 
mezodermalnej, a inną w indukcji nerwowej.

Płytka nerwowa ulega nie tylko posterioryzacji, ale także zostają w niej za
programowane obszary presumptywne centralnego i obwodowego układu nerwo
wego. Działanie antagonistyczne białek BMP-4 i chordyny oraz Noggin na 
neuroektodermę, zależne od ich stężenia, powoduje różnice w potencjale rozwo
jowym samej płytki nerwowej i jej brzegów. Przedni brzeg rozwija się w gruczoł 
cementowy, brzegi boczne w grzebienie nerwowe dające następnie obwodowy układ 
nerwowy. Tylko część centralna płytki nerwowej daje początek układowi nerwowemu 
centralnemu. Brzegi płytki nerwowej są początkowo ukierunkowane na wytworzenie 
gruczołu cementowego, co wymaga mocnej ekspresji Noggin i słabej BMP-4. Mar
kerem tego gruczołu jest gen Xc. Następnie w bocznych brzegach, tj. w miejscach, 
gdzie nakładają się na siebie oddziaływania Noggin i słabej aktywności BMP-4, 
ulegają ekspresji geny charakterystyczne dla grzebieni nerwowych [29*]. Nie wia
domo, jakie inne czynniki biorą udział w modelowaniu poszczególnych części cewy 
nerwowej. Są jedynie wyrywkowe informacje na ten temat.

UWAGI KOŃCOWE

W czasie rozwoju zarodka dochodzi do ustalenia podstawowego planu budowy 
ciała charakterystycznego dla danego gatunku. W zarodkach Xenopus zachodzi to 
przez kolejne zmiany osi ciała. Powstające centra organizacyjne w określonej se
kwencji wpływają na ten proces. W centrach organizacyjnych wydzielane są od
powiednie czynniki indukujące, których czynność jest regulowana przez czynniki 
zarówno aktywujące, jak i inhibujące transdukcję sygnału, w czym biorą udział 
czynniki transkrypcyjne oraz odpowiednie receptory. Wyizolowanie nowych czyn
ników indukujących w zarodkach Xenopus rozszerzyło znacznie poznanie przebiegu 
początku różnicowania się komórek i tkanek. Jednak nakładanie się na siebie ich 
sygnalizacji powoduje trudności w dokładnym określeniu szlaku, na jakim poszcze
gólne z nich działają, a doświadczenia z pojedynczymi czynnikami nie dają pełnego 
odzwierciedlenia ich rzeczywistej funkcji w zarodku. Mimo tych zastrzeżeń można 
sformułować kilka wniosków.
1. W procesach indukcji istotna jest interakcja między czynnikami sekrecyjnymi i 

transkrypcyjnymi. Na rysunku 11 przedstawiono prawdopodobne wzajemne od
działywanie tych czynników w procesach wczesnych indukcji embrionalnych u 
Xenopus.
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RYSUNEK 11. Próba schematycznego przedstawienia wzajemnego oddziaływania czynników sekrecyj- 
nych i czynników indukcyjnych biorących udział we wczesnych procesach indukcyjnych w zarodku 

Xenopus (nie uwzględniono zależności przestrzennych i czasowych)

2. Większość opisanych czynników występuje i działa w zarodku w gradiencie 
stężenia. Gradient ten nie zależy wyłącznie od dyfuzji i odległości od miejsca 
wytwarzania, ale także od blokowania przez lokalnie wytwarzane białka.

3. W indukcji biorą udział czynniki działające tylko jednorazowo w określonym etapie
rozwoju i czynniki aktywowane wielokrotnie, wtedy ten sam czynnik indukujący, 
jak i transkrypcyjny może odgrywać inną rolę zależnie od czasu i miejsca ekspresji
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w zarodku. Nie wiadomo jednak, czy dla różnych funkcji wykorzystuje taki sam 
szlak transdukcji.

4. We wczesnej indukcji mezodermalnej odgrywają rolę czynniki śródkomórkowe 
(obok zewnętrznych) pochodzące z informacji matczynej, które zostały przydzie
lone poszczególnym komórkom w czasie bruzdkowania.

5. Dla prawidłowego przebiegu indukcji ważna jest droga, jaką czynnik zewnętrzny 
przekazuje sygnał do genu docelowego, którego ekspresjajest efektem końcowym.

6. Nie wykazano do tej pory, na czym polega kompetencja komórek umożliwiająca 
odpowiedź na działanie induktora. Jest to zapewne wynik współdziałania skład
ników szlaku transdukcji sygnału indukującego.
Ciekawym będzie zbadanie, jaką drogą działają xenoinduktory wykrywane jeszcze 

przez Spemanna i Mangold i następnie wielu innych embriologów [4*], a po
wodujące powstawanie dodatkowej osi zarodka lub inne zmiany rozwojowe. W y
kazanie przez Ault i wsp. [2 ], że lit, znany jako czynnik dorsalizujący, działa 
na zarodek przez zahamowanie cyklu transdukcyjnego, a przez to wywołanie na- 
dekspresji gsc, może być wskazówką kierunku badań. Wydaje się, że niektóre kse- 
noinduktory, jak na przykład wątroby ssaków, działają przez czynniki wzrostowe 
w nich zawarte.
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BIO LO G IA M OLEKULARNA W IRUSÓW  PAPILLOMA* 

M O LEC U LA R  BIO LO G Y  OF PA PILLO M A V IRU SES

Elżbieta PORĘBA 

Instytut Biologii Molekularnej i Biotechnologii, Zakład Wirusologii Molekularnej, 
UAM, Poznań

Streszczenie: Wirusy Papilloma (PV) należące do rodziny Papoviridae są to wirusy zwierzęce o genomie 
w postaci kolistej, dwuniciowej cząsteczki DNA zbudowanej z około 7,9 tpz. W genomie wirusów PV 
można wyróżnić regiony kodujące E i L oraz dwa regiony niekodujące SNR i URR. Region wczesny E 
zawiera do 8 ramek odczytu, kodujących białka niezbędne dla wirusowej replikacji oraz transformacji 
komórek gospodarza. Za właściwości transformujące wirusów Papilloma odpowiedzialne są białka 
kodowane przez ramki odczytu E6 i E7. Region późny L zawiera 2 ramki odczytu ORF LI i ORF L2, 
kodujące białka kapsydu wirusów Papilloma. Region niekodujący URR pełni funkcje regulatorowe w 
transkrypcji wirusowych genów. Region SNR prawdopodobnie ma aktywność promotorową, regulowa
ną przez czynniki białkowe pojawiające się w trakcie różnicowania keratynocytów.

Słowa kluczowe: wirusy Papilloma, struktura genomu, transformacja nowotworowa.

Summary: Papillomaviruses (PV) belong to Papoviridae family and are animal viruses with a circular 
double stranded DNA genome of a size of about 7.9 kbp. Clinical, epidemiological and experimental 
studies have shown their part in pathogenesis of dermal lesions and lesions of mucous membrane of oral 
cavity, throat and genitals. Papillomaviruses have tropism to epiderm and mucosa covered with 
paraepidermal epithelium. In these cells Papillomaviruses may cause proliferative lesions. The genome 
of PVs consists of coding region E and L as well as two uncoding regions SNR and URR. Early coding 
region contains up to 8 open reading frames coding for proteins necessary for viral replication and 
transformation of host cells. Proteins coded by E6 and E7 open reading frames are responsible for 
transformative features of Papillomaviruses. Late coding region L contains 2 open reading frames LI 
and L2 coding for structural proteins of Papillomaviruses capsid. URR uncoding region functions as 
transcriptional regulator of viral genes. SNR region probably has a promotor activity regulated by 
keratinocyte dependent protein factors.

Key words: papillomaviruses, genome structure, transformation.

*Artykuł napisano w ramach grantu finansowanego przez Komitet Badań Naukowych.
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I. WPROWADZENIE

Wirusy Papilloma, a w szczególności ludzkie wirusy Papilloma (HPV) stanowią 
w ostatnich latach przedmiot uwagi i badań wielu ośrodków na całym świecie. 
Liczne badania kliniczne, epidemiologiczne i eksperymentalne wykazały bowiem 
udział tych wirusów jako jednego z ważnych czynników w patogenezie różnych 
schorzeń skórnych, błon śluzowych jamy ustnej i gardła oraz narządów płciowych, 
w tym raka szyjki macicy.

II. KLASYFIKACJA I STRUKTURA GENOMU WIRUSÓW
PAPILLOMA

Wimsy Papilloma (PV) należą do rodziny Papoviridae. Są to małe wirusy zwie
rzęce o genomie w postaci kolistej, dwuniciowej cząsteczki DNA zbudowanej z 
około 7,9 tpz. Atakują one wiele gatunków ssaków i są specyficzne wobec gospodarza. 
Od 19^9 roku klasyfikacji wirusów Papilloma dokonywano ze względu na gatunek 
przez nie infekowany oraz stopień homologii wyznaczany metodą krzyżowej hy
brydyzacji DNA w roztworze i numerowano według kolejności odkrycia. Nowo 
odkryty typ uznawano za odmienny, gdy jego DNA wykazywał mniej niż 50% 
homologii wobec innych znanych typów. Podtypy wyodrębniano na podstawie różnic 
w obrazie produktów hydrolizy DNA danego typu, otrzymanym po trawieniu okre
ślonymi enzymami restrykcyjnymi. Ostatnio sugeruje się, aby za nowy typ uznawać 
taki, którego DNA został sklonowany i którego geny E6, LI oraz rejon URR wykazują 
mniej niż 90% homologii wobec tych samych rejonów innych znanych typów. 
Podtyp definiowano by jako formy wykazujące od 90-98% homologii w tych re
jonach. natomiast warianty powyżej 98% homologii [89, 91]. Obecnie znanych 
jest ponad 70 typów ludzkich wirusów Papilloma -  HPV (z ang. Human Papil
lomavirus), swoistych dla błon śluzowych narządów płciowych i jamy ustnej oraz 
skóry [90]. Przeszło 20 typów wirusów HPV infekuje drogi płciowe u ludzi po
wodując wystąpienie takich schorzeń, jak: stan zapalny, kłykcina płaska, kłykcina 
kończysta, stany przednowotworowe oraz płaskonabłonkowe i gruczołowe raki 
szyjki macicy (z ang. odpowiednio squamous cervical cancer i cervical adeno
carcinoma) [99, 63, 56, 57, 69, 82]. Drzewo filogenetyczne wirusów HPV przed
stawiono na rysunku 1.

Wirusy Papilloma wywołujące łagodne zmiany nienowotworowe nazwano wi
rusami niskiego ryzyka (z ang. low-risk viruses), natomiast związane ze zmianą 
złośliwą (rakiem) -  wirusami wysokiego ryzyka (z ang. high-risk viruses). Mimo 
różnic w sekwencji DNA między różnymi typami wirusów Papilloma, organizacja 
ich genomu jest podobna (rys. 2). W genomie wirusów PV można wyróżnić dwa
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K i suiNEK l. Drzewo filogenetyczne wirusów H rv uzyskane na podstawie homologn fragmentu 384 
pz. genu E6 [91 ]: EW -  epidermodysplasia verruciformis, LR -  typy niskiego ryzyka, HR-typy wysokiego

ryzyka
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RYSUNIK 2. Organizacja genomu ludzkich wirusów Papilloma (HPV) typu: la, 11, 16, 18;BPV (bovine 
papillomivirus)', CRPV (cottontail rabitpapillomavirus) [35]: Genom każdego z wirusów przedstawiono 
w postaciliniowej, jako 0 przyjęto punkt odpowiadający miejscu restrykcyjnemu Hpal w genomie BPV-I, 
zlokalizovany w pobliżu ramki odczytu E6. Otwarte ramki odczytu zaznaczono w postaci prostokątów 
opisanyci literami E oraz L, oznaczającymi fragmenty DNA kodujące białka wirusowe wczesne (E) i 
późne (L. Linią przerywaną zaznaczono pozycję pierwszego kodonu metioninowego w obrębie każdej 

ramki. Litera A oznacza miejsce poliadenylacji
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regiony kodujące E i L, przedzielone regionem niekodującym, pełniącym funkcje 
regulatorowe. Wszystkie ramki odczytu wirusów Papilloma znajdują się na jednej 
nici DNA, w przeciwieństwie do innych wirusów należących do rodziny Papoviridae, 
takich jak wirusy polyoma, czy SV40, których wczesne i późne ramki odczytu 
znajdują się na różnych niciach DNA [35].

III. REGION WCZESNY

Region wczesny E zawiera do 8 ramek odczytu (z ang. ORF -  open reading 
frame), kodujących białka niezbędne dla wirusowej replikacji oraz transformacji 
komórek gospodarza. Do ekspresji tych ramek dochodzi krótko po infekcji komórki, 
w bazalnej warstwie wielowarstwowego nabłonka. Ramki odczytu E l, E2, E4, 
E6 i E7 występują we wszystkich znanych dotychczas genomach wirusów Papilloma, 
ramkę E3 wykryto tylko u BPV1 (z ang. bovine papillomavirus type 1), natomiast 
ramki odczytu E5 i E8, występujące u różnych typów wirusów Papilloma różnią 
się między sobą zarówno wielkością, jak i lokalizacją [35].

ORF E l

ORF El jest największą i bardzo konserwatywną ramką odczytu w genomie 
wirusów Papilloma. Najlepiej poznana jest budowa i funkcja produktu ORF El 
wirusa BPV1. Jest to białko jądrowe o masie cząsteczkowej od 68-72 kD [73, 
81, 10], fosforylowane na końcach aminowym i karboksylowym [48, 73, 86]. Se
kwencja aminokwasowa zlokalizowana na jego końcu aminowym jest bardziej zmien
na niż na końcu karboksylowym i zawiera głównie aminokwasy zasadowe. 
Konserwatywny rejon na końcu karboksylowym wykazuje homologię z dużym anty
genem T SV40, który bierze udział w replikacji DNA wirusa SV40. W regionie 
homologicznym dla obu białek duży antygen T SV40 zawiera sygnały lokalizacji 
jądrowej, aminokwasy, których reszty mogą ulegać fosforylacji, moduły wiążące 
ATP oraz wykazujące aktywność ATP-azową i aktywność helikazy, natomiast białko 
El -  miejsce wiązania ATP [73, 81]. Badania prowadzone nad BPV1 wykazały, 
że ramka E 1 koduje białko ważne dla replikacji DNA wirusa i utrzymania wirusowego 
DNA w formie episomalnej [42]. W warunkach in vitro produkt tej ramki odczytu 
tworzy kompleks z wirusowym białkiem E2TA i wiąże się z DNA wirusowym 
rozpoczynając jego replikację [87, 88, 95]. W tworzeniu kompleksu pomiędzy biał
kiem El i E2TA biorą udział reszty aminokwasowe z końca karboksylowego białka 
E l i końca aminowego E2TA. Przypuszcza się, że tworzenie kompleksu między 
białkiem El a E2TA nadaje białku El zdolność specyficznego wiązania się z DNA 
wirusowym w miejscach zawierających sekwencje ACCGN^CGGT rozpoznawane
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przez białko E2TA [60]. Samo białko El może także wiązać się z DNA, lecz 
bez specyficzności względem sekwencji nukleotydowej [73, 10]. W komórkach 
myszy transformowanych wirusem BPV1 oprócz produktu El o masie 68-72 kD 
stwierdzono również mniejszy produkt o masie 23 kD, którego funkcja nie jest 
dokładnie poznana [86].

ORF E2

Otwarta ramka odczytu ORF E2 znajduje się na 3’ końcu regionu wczesnego. 
Początek ORF E2 pokrywa się z ramką El (ok. 79-85 pz. wspólnych). Porównanie 
prawdopodobnych produktów ramek E2 różnych wirusów Papilloma wykazało obe
cność sekwencji konserwatywnych na obu końcach tego białka. Odcinek środkowy 
jest zmienny i odpowiada pozycji ramki odczytu E4. Najlepiej poznanymi produktami 
ramki E2 są białka kodowane przez ORF E2 wirusa BPV1. Wykazano, że ORF 
E2 BPV1 koduje trzy białka jądrowe o masach cząsteczkowych 28, 31 i 48 kD, 
które są regulatorami transkrypcji. Białko E2 pełnej długości oznaczane jako E2TA 
reguluje ekspresję wirusowych promotorów przez wiązanie z elementami enhan- 
cerowymi zależnymi od E2, tzw. E2RE (z ang. E2 -  responsive enhancer elements) 
i pełni funkcję transaktywatora lub represora transkrypcyjnego w zależności od 
miejsca przyłączenia. Moduł odpowiedzialny za transaktywację transkrypcji przez 
E2TA znajduje się na aminowym końcu białka, natomiast koniec karboksylowy 
bierze udział w dimeryzacji cząsteczek białka oraz ich wiązaniu z DNA. Pozostałe 
dwa produkty ORF E2 to białka E2TR o masie 32 kD oraz E8/E2TR o masie 
28 kD powstały przez połączenie fragmentów produktów ramek E2 i E8. Podobnie 
jak E2TA białka E2TR oraz E8/E2TR mają na końcu karboksylowym moduł od
powiedzialny za dimeryzację cząsteczek i wiązanie z DNA, natomiast koniec ami
nowy tych białek jest skrócony w porównaniu z E2TA i nie zawiera modułu 
transaktywującego. Fragmenty sekwencji znajdującej się na końcu karboksylowym 
białka E2TR oraz E8/E2TR umożliwiają wiązanie obu białek z sekwencjami spe
cyficznymi dla E2TA oraz tworzenie heterodupleksów z E2TA, hamując w ten 
sposób działanie E2TA. Schemat struktury białek E2 BPV1 przedstawiono na 
rysunku 3.

W przypadku wirusów HPV atakujących narządy płciowe białko E2 pełnej dłu
gości powoduje represję transkrypcji wczesnych ramek odczytu [71, 9, 84]. Do 
represji transkrypcji dochodzi w wyniku wiązania się białka E2 z dwiema sekwen
cjami ACCGAAAACGGT, znajdującymi się w pobliżu TATA box promotora i 
tworzenia przestrzennej bariery w formowaniu kompleksu inicjującego transkrypcję. 
Wykazano, że białko E2 współzawodniczy z białkami TBP w ich wiązaniu się 
z promotorem [25]. Prawdopodobnie dochodzić może również do negatywnego 
oddziaływania białka E2 z białkiem Spl, którego miejsce wiązania znajduje się
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RYSUNEK 3. Schemat struktury białek E2 wirusa BPV1: Produktami E2 ORF wirusa BPV1 są trzy 
białka o masie 48 kD, 31 kD, 28 kD, pełniące rolę regulatorów w transkrypcji genów wirusowych. W 
strukturze białka E2 o masie 48 kD wyróżnić można trzy domeny: (1) domenę odpowiedzialną za funkcję 
transaktywacyjną białka E2, zlokalizowaną w rejonie N końca cząsteczki, oznaczoną na schemacie literą 
N; (2) domenę biorącą udział w dimeryzacji cząsteczki białka E2, zlokalizowaną w rejonie C końca 
cząsteczki, oznaczoną na schemacie literą C; (3) domenę łączącą, oznaczoną literą Ł. Odcinek wypeł

niony czarnym kolorem jest kodowany przez ORF E8

obok miejsca rozpoznawanego przez E2, położonego dalej w kierunku 5’ od TATA 
box [33, 12, 83].

Ostatnio wykazano również, że białko E2 może powodować represję podstawowej 
aktywności promotora genów późnych P7535 u HPV8 [80]. Wykazano, że w ne
gatywnej regulacji promotora P7535 bierze udział miejsce wiązania E2 o niskim 
powinowactwie -  tzw. sekwencja P2, która jest oddzielona przez jeden nukleotyd 
od sekwencji TATA P7535. Biochemiczne i genetyczne analizy sugerują, że do 
represji dochodzi na skutek zastąpienia czynników wiążących się z sekwencją TATA 
przez białko E2 i oddziaływania E2 z czynnikami komórkowymi aktywującymi 
promotor, specyficznie rozpoznającymi sekwencję P2. Sekwencja P2 jest zacho
wawcza i występuje u kilku typów HPV związanych z powstawaniem epidermo
dysplasia verruciformis, u HPV 1, CRPV (z ang. cottontail rabbit papillomavirus) 
i BPV1 w pobliżu promotora genu późnego. Sugeruje to, że wzajemne oddziaływanie 
E2 i czynników komórkowych w miejscu tej sekwencji może być ważne dla ekspresji 
białek strukturalnych tych wirusów.

ORF E4

Otwarta ramka odczytu E4 położona jest całkowicie w obrębie ramki E2 i koduje 
białko, które pojawia się w etapie późnym cyklu rozwojowego wirusa [23, 11]. 
W komórkach nabłonka (simple epithelial cells) infekowanych zrekombinowanym 
wirusem ospy bydlęcej umożliwiającym ekspresję ORF E4 HPV 16, białko E4 
wiąże się z pośrednim typem włókienek keratyny i powoduje zapadanie cytoszkieletu 
keratynowego [24]. Pomimo iż w zainfekowanych komórkach nabłonka białko E4

http://rcin.org.pl



386 E. PORĘBA

ulega ekspresji w dużym stopniu, jego rola w cyklu rozwojowym wirusa nadal 
pozostaje nieznana.

ORF E5

Otwarta ramka odczytu E5 koduje białko hydrofobowe o niskiej masie czą
steczkowej. zlokalizowane głównie w błonach retikulum endoplazmatycznego oraz 
aparatu Golgiego [4]. Jest ona wysoce konserwatywna wśród wirusów Papilloma, 
które wykazują tropizm do fibroblastów i łatwo transformują fibroblasty mysie 
w liniach komórkowych. Białko E5 BPV1 może zmieniać działanie błonowych 
kinaz białkowych, takich jak receptory EGF lub receptory PDGF (rys. 4) [67], 
przypuszcza się jednak, że z wewnątrzkomórkową lokalizacją tego białka związane 
są również inne jego funkcje. W przypadku HPV 16 otwarta ramka odczytu E5 
może transformować ludzkie keratynocyty [47], jednakże biochemiczny mechanizm 
działania białka E5 wirusów wykazujących tropizm do nabłonka nie jest znany. 
Wykazano, że może ono wzmacniać transdukcję sygnału do jądra za pośrednictwem 
EGF oraz że ma zdolność indukowania aktywności kinazy MAP (z ang. mito
gen-activated protein) zarówno w obecności, jak i braku EGF, co sugeruje, że 
białko to może wzmacniać również odpowiedź komórki na drodze kinazy MAP 
[34].

ORF E 6

Otwarta ramka odczytu E6 koduje małe białko występujące w jądrze. Na jego 
końcu karboksylowym znajdują się dwa moduły o strukturze palców cynkowych, 
które są niezbędne dla jego stabilności [7]. Białko E6 nie wykazuje podobieństwa 
strukturalnego do żadnego ze znanych białek komórkowych. Istnieją jednak pewne 
podobieństwa funkcjonalne między białkiem E6 a białkami onkogennymi kodo
wanymi przez inne onkogenne wirusy DNA, takie jak adenowirus, czy SV40. Białko 
E6 wirusów HPV wysokiego ryzyka, podobnie jak E1B adenowirusa i LT SV40, 
ma zdolność wiązania białka komórkowego p53 [92].

Białko p53 jest produktem genu supresorowego, odgrywającego istotną rolę w 
regulacji cyklu komórkowego. Mutacje somatyczne w obrębie tego genu wykryto 
w kilkunastu najczęściej występujących nowotworach, w tym także w raku szyjki 
macicy. Mutacje w obrębie genu p53 stwierdzano głównie w komórkach nowo
tworowych raka szyjki macicy HPV negatywnych, podczas gdy w komórkach no
wotworowych HPV pozytywnych wykrywano głównie niezmutowaną formę białka 
p53. Na tej podstawie wysunięto hipotezę, że inaktywacja białka p53 w wyniku 
mutacji w obrębie jego genu i inaktywacja p53 przez białko E6 HPV są procesami 
wykluczającymi się wzajemnie [18]. Wyniki badań prowadzonych nad identyfikacją 
mutacji genu p53 w komórkach raka szyjki macicy nie są jednak jednoznaczne.
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RYSUNEK 4. Schemat przedstawiający oddziaływanie białka E5 i receptora PDGF w komórkach 
transformowanych [35]: Dimer białka E5, tworzący się przy udziale wiązań dwusiarczkowych oddziałuje 
z dwoma monomerami receptora PDGF, powodując jego dimeryzację, aktywację i fosforylację tyrozyny

Badania prowadzone w ostatnim czasie nie potwierdzają proponowanej hipotezy 
[64]. Równoczesne występowanie mutacji w genie p53 i infekcji wirusem HPV 
w tkance nowotworowej nie wyklucza udziału białka E6 w procesie karcinogenezy, 
ponieważ wykazano, że mutacje w genie p53 mogą być procesem wtórnym. Do
niesienia wykazujące obecność mutacji w genie p53 w komórkach przerzutowych 
raka szyjki macicy HPV pozytywnego potwierdzają tę możliwość. Niezmutowana
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forma białka p53 może aktywować lub hamować ekspresję genów komórkowych 
przez wiązanie się ze specyficznymi sekwencjami DNA lub przez oddziaływanie 
z czynnikami transkrypcyjnymi, takimi jak TBP lub CBF [1, 78], negatywnie re
gulując w ten sposób wzrost komórki. Podczas gdy białka LT S V40 i E 1B adeno wirusa 
powodują stabilizację białka p53, wiązanie białka E6 HPV16 i HPV18 in vitro 
prowadzi do szybkiej proteolitycznej degradacji p53 w drodze ubikwatynacji [74]. 
Badania p*owadzone in vitro wykazały również znaczne zmniejszenie stabilności 
białka p53 w ludzkich komórkach nabłonkowych, w których dochodzi do ekspresji 
ramki E6 [45]. Białko E6 ma zdolność inaktywacji białka p53, znosząc jego funkcję 
zarówno w aktywacji, jak i represji transkrypcji [45, 59]. Pod tym względem białko 
E6 przypomina działanie zmutowanej formy białka p53, która również inaktywuje 
niezmutovaną formę p53 po oligomeryzacji. Białko E6 może zostać zastąpione 
przez zmutowaną formę p53 we współdziałaniu z E7 w procesie immortalizacji 
pierwotnych ludzkich komórek nabłonkowych narządów płciowych [77]. W wiązaniu 
białka E6 z p53 biorą udział reszty aminokwasowe zlokalizowane w pobliżu końca 
karboksylowego E6, natomiast reszty aminokwasowe położone w sąsiedztwie końca 
aminowego są odpowiedzialne za degradację p53 [17]. Poza tym do asocjacji białka 
E6 z p53 niezbędne jest białko komórkowe o masie 100 kD nazwane E6-AP [38]. 
W obrębie białka E6-AP znajduje się krótka sekwencja odpowiedzialna za wiązanie 
białka E6 HPV 16 oraz odcinek biorący udział w wiązaniu białka p53 przez kompleks 
E6/E6-AP[39], Kompleks E6/E6-AP funkcjonuje jako element szlaku ubikwatynacji 
(E3 ligazaubikwatyny) [75]. Schemat obrazujący udział białka E6 w ubikwatynacji 
p53 przedstawiono na rysunku 5.

Obecnie nie wiadomo jeszcze, które z białek: E6, E6-AP czy obydwa bezpośrednio 
kontaktują się z p53. Wykazano, że kompleks p53 z DNA jest odporny na ubi- 
kwatynację w obecności E6 HPV16. Prawdopodobnie jest to spowodowane brakiem 
zdolności wiązania kompleksów p53-DNA przez białko E6 [61]. Ostatnio pro
wadzone badania dowodzą, że zdolność asocjacji z p53 i zdolność do jego degradacji 
są niezależnymi od siebie aktywnościami białka E6 [17, 85]. Odmienne są również 
domeny p53 potrzebne do asocjacji z E6 i degradacji p53 [50]. Chociaż oddziaływanie 
E6 z p53 est wystarczające dla zniesienia takich właściwości p53, jak: wiązanie 
DNA, transaktywacja czy transrepresja transkrypcji [85, 45, 46, 19], pewne funkcje 
p53 zostają zahamowane jedynie na skutek degradacji tego białka. Wykazano, że 
do zniesieaia indukowanego przez p53 bloku G l, jak również do zahamowania 
indukowarej przez p53 apoptozy wymagana jest zdolność E6 do degradacji p53 
[31].

Stwierdzono również, że białko E6 ma właściwości transformujące niezależne 
od p53. Przypuszcza się, że aktywność ta jest związana z innymi białkami wiążącymi 
się z E6. .'ednym z takich białek może być białko wiążące wapń ERC-55, które 
prawdopodobnie jest zlokalizowane w retikulum endoplazmatycznym [14].
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RYSUNEK 5. Ubikwatynacja białka p53 przy udziale białka E6 HPV [35]: Białko E6 HPV wiąże się z 
komórkowym białkiem E6-AP, tworząc kompleks funkcjonujący jako E3 ligaza-białko-ubikwatyna (z 
ang. ubiquitin protein ligase), który bierze udział w ubikwatynacji białka p53. W ubikwatynacji białka 
p53 uczestniczą kolejno: El enzym aktywujący ubikwatynę (z ang. ubiquitin activating enzyme), E2 

Human Ubc5 enzym wiążący ubikwatynę (z ang. ubiquitin conjugating enzyme) oraz E3

ORF E7

Produkt ramki E7 jest białkiem jądrowym o niskiej masie cząsteczkowej, za
wierającym na swym końcu karboksylowym 1 moduł o strukturze palców cynkowych. 
Na końcu aminowym tego białka znajduje się odcinek wykazujący podobieństwo 
sekwencji do regionu konserwatywnego CR1 białka El A adenowirusa. Dalej w 
kierunku COOH białka E7 występuje odcinek o wyraźnym podobieństwie sekwencji 
do drugiego regionu konserwatywnego CR2 białka E 1A adenowirusa oraz LT wirusa 
SV 40. Moduł ten jest odpowiedzialny za liczne funkcjonalne podobieństwa między 
białkami E7, E l A oraz LT SV 40, odgrywa on bowiem rolę w ich wiązaniu z 
Rb oraz innymi białkami podobnymi funkcjonalnie i strukturalnie do Rb jak np. 
pl07 [62, 27, 22]. Schemat struktury białka E7 przedstawiono na rysunku 6.

Białko Rb odgrywa ważną rolę w regulacji cyklu komórkowego. Utrata pra
widłowo funkcjonującego białka Rb spowodowana mutacjami w jego genie jest
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RYSUNEK 6. Schemat struktury białka E7 [35]: Porównanie homologii aminokwasowej pomiędzy 
fragmentami regionów konserwatywnych 1 i 2 (CR 1, CR2) białka E 1A adenowirusa, regionem antygenu 
T SV40 oraz 38 aminokwasami białka E7 HPV 16. Region E7 homologiczny do CR2 E 1A adenowirusa 
jest odpowiedzialny za oddziaływanie białka E7 z Rb, p 107 i zawiera aminokwasy fosforylowane przez

kinazę kazeinową II (CK II)

obserwowana w różnych typach nowotworów. W fazie G0/G1 białko Rb występuje 
w komórce w postaci nieufosforylowanej i tworzy kompleksy z czynnikiem trans- 
krypcyjnym E2F. Wykazano, że wirusowe białko E7 wiąże się preferencyjnie z 
nieufosforylowaną formą Rb i może niszczyć lub zmieniać kompleksy utworzone 
przez białka z rodziny Rb z czynnikami transkrypcyjnymi E2F oraz myc [72, 13]. 
W wyniku ekspresji E7 w komórce zwiększa się stężenie wolnego czynnika trans- 
krypcyjnego E2F, co w rezultacie prowadzi do uruchomienia transkrypcji genów 
mających promotory zależne od E2F [93] i umożliwia przejście komórki ze stanu 
spoczynkowego w fazę G1 oraz z fazy G1 w fazę syntezy DNA (rys. 7).

Wiele informacji na temat funkcjonowania białka E7 w cyklu komórkowym 
dostarczyły badania prowadzone na zmutowanych formach tego białka [22]. Mutacje 
wprowadzone w rejonie E7 podobnym do El A i LT znoszą zdolność E7 do wiązania 
białka Rb lub p 107 oraz aktywność transformującą E7 w komórkach gryzoni. Zamiana 
pojedynczego aminokwasu w tym rejonie prowadzi do powstania formy E7, nie
zdolnej do wiązania białka Rb, natomiast jej zdolność oddziaływania z p 107 pozostaje 
niezmieniona. Taka forma zmutowana E7 traci również właściwości transformujące, 
co sugeruje, że oddziaływanie E7 z Rb może być bardziej istotne dla aktywności 
onkogennej E7 niż interakcja z p 107. Mutacje wprowadzane w miejscach fosforylacji 
białka E7 nie wpływają natomiast na zmianę zdolności E7 do współdziałania z 
aktywowanym onkogenem ras w transformacji komórek gryzoni oraz immortalizacji 
keratynocytów szyjki macicy [79]. Badania prowadzone na zmutowanych formach
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RYSUNEK 7. Wpływ białka E7 HPV na regulację cyklu komórkowego przez pRb [35]: W czasie cyklu 
komórkowego pRb jest fosforylowany w różnym stopniu. Nieufosforylowana forma białka Rb jest formą 
aktywną, działającą jako negatywny regulator cyklu komórkowego i obecna jest tylko w czasie faz 
Go/G 1. W czasie przejścia do fazy S białko Rb jest fosforylowane przez kinazy cyklinozależne (cdk), co 
prowadzi do jego inaktywacji. W czasie faz Go/Gl nieufosforylowana forma białka Rb jest związana z 
czynnikiem transkrypcyjnym E2F, na skutek czego E2F nie może aktywować transkrypcji. Fosforylacja 
białka Rb lub przyłączenie się do niego wirusowego białka onkogennego E7 HPV (lub E 1A adenowirusa) 
prowadzi do uwolnienia z kompleksu E2F, który funkcjonuje jako aktywator transkrypcji genów 
komórkowych zaangażowanych w syntezę DNA komórkowego i przejście do fazy S cyklu komórkowego

białka E7 HPV16 wykazały również, że zdolność wiązania Rb przez E7 jest istotna, 
ale niewystarczająca dla aktywności transformującej E7. Niektóre zmutowane białka 
E7 mające zdolność wiązania Rb mają znacznie obniżoną aktywność transformującą 
[5, 30]. Fakt ten sugeruje możliwość oddziaływań E7 z innymi białkami. Wykazano, 
że E7 może asocjować z co najmniej dwoma innymi białkami komórkowymi, takimi 
jak cyklina A i cdc 2 zależną kinazą, które regulują przejście komórki do fazy 
cyklu komórkowego S i G2/M. Białko E7 HPV18 może także tworzyć kompleks 
z cykliną E, która kontroluje przejście G l/S cyklu komórkowego. W procesie tym 
bierze udział również białko p 107. Zarówno kompleks E7/cyklina E, jak i E7/cyklina 
A wykazują aktywność kinazową przez asocjację z białkiem cdk2, co może przy-
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czyniąc się do fosforylacji p 107. Zdolność oddziaływania E7 z tymi białkami ko
mórkowymi może być dodatkowym mechanizmem prowadzącym do hiperproliferacji 
komórkowej w komórkach zainfekowanych wirusem HPV [54].

Sugeruje się ponadto, że białko E7 HPV 16 może aktywować transkrypcję również 
w inny sposób niż oddziaływanie z kompleksem pRb-E2F. Wykazano, że białko 
E7 pełnej długości ma zdolność aktywacji dwóch różnych genów reporterowych, 
zawierających w swoich promotorach miejsca wiązania dla bakteryjnego represora 
LexA. W przeciwieństwie do E7 HPV16, E7 HPV11, należącego do grupy niskiego 
ryzyka, nie ma właściwości aktywacji transkrypcji tych genów. Stwierdzono, że 
mutacje w rejonie odpowiedzialnym za właściwości transformujące E7 HPV16 nie 
mają wpływu na zdolność tego białka do aktywacji transkrypcji. Wykazano, że 
w aktywacji transkrypcji biorą udział aminokwasy znajdujące się na końcu aminowym 
i częściowo aminokwasy zlokalizowane na końcu karboksylowym tego białka [98].

IV. ODCINEK MIĘDZY REGIONEM WCZESNYM
A PÓŹNYM

Pomiędzy ramką odczytu E5 a L2 znajduje się krótki niekodujący region SNR 
(z ang. short non-coding region). W regionie tym występuje sygnał poli(A) dla 
transkryptów genów wczesnych. Ponadto sugeruje się, że SNR może mieć aktywność 
promotorową, regulowaną przez czynniki białkowe pojawiające się w trakcie róż
nicowania keratynocytów [49].

V. REGION PÓŹNY

Region późny L zawiera 2 ramki odczytu ORF LI i ORF L2, kodujące białka 
kapsydu wirusów Papilloma. Ekspresja tych ramek odczytu zachodzi tylko w cał
kowicie zróżnicowanych keratynocytach, a jej regulacja jest obecnie słabo poznana. 
ORF LI jest najbardziej konserwatywną ramką odczytu wirusów Papilloma. Koduje 
białko kapsydu o średniej masie cząsteczkowej 56 kD [29, 43, 55, 37]. Białko 
LI ulega glikozylacji, która jest ważna dla stabilizacji jego struktury [44]. ORF 
L2 koduje białko kapsydu o masie 76 kD i wykazuje mniejszą zachowawczość 
u znanych typów wirusów Papilloma [21].

VI. ODCINEK MIĘDZY REGIONAMI PÓŹNYM I WCZESNYM

Region zlokalizowany pomiędzy końcem 3’ ramki LI a końcem 5’ ramki E6 
jest u wirusów Papilloma rejonem niekodującym, zwanym rejonem regulatorowym
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URR (z ang. upstream regulatory region). Region ten zawiera miejsca bogate w 
AT, kilka promotorów dla polimerazy RNA II, konstytutywne i indukowane en- 
hancery, miejsca wiązania komórkowych czynników transkrypcyjnych, takich jak: 
NF1, A pi, Octl, TEF1, TEF2 [2,3,36] oraz kilka kopii sekwencji palindromowej 
ACCN6GGT, będącej miejscem wiązania wirusowego białka E2, pełniącego rolę 
regulatora transkrypcji.

VII. CYKL ROZWOJOWY WIRUSÓW PAPILLOMA

Infekcja wirusowa wymaga zaangażowania czynników zarówno wirusowych, 
jak i komórkowych. Nie we wszystkich typach komórek może dojść do infekcji 
oraz namnażania cząstek wirusa. Komórki, które nie podlegają infekcji wirusowej 
lub nie umożliwiają wirusowi pełnego cyklu rozwojowego, zostały nazwane ko
mórkami niepermisywnymi. W przypadku wirusów PV większość komórek go
spodarza jest dla nich niepermisywna. Wirusy Papilloma wykazują bowiem 
szczególne powinowactwo do naskórka i błon śluzowych pokrytych nabłonkiem 
paraepidermalnym. W warstwie podstawnej nabłonka zainfekowanego obecne są 
nieliczne kopie genomu wirusowego, zlokalizowane w postaci episomalnej lub zin
tegrowanej z DNA gospodarza w jądrze komórkowym, ulegając podziałowi jedynie 
wraz z podziałem komórki. Do pełnego rozwoju wirusa może dochodzić jedynie 
w komórkach dojrzałej warstwy nabłonka tzw. keratynocytach. Analiza mRNA 
w różnych warstwach nabłonka za pomocą metody hybrydyzacji in situ wykazała 
obecność transkryptów regionu E we wszystkich warstwach, natomiast transkrypty 
regionu późnego L, odpowiedzialne za syntezę białek kapsydu, znajdowano jedynie 
w dojrzałych keratynocytach. W wyniku namnożenia cząsteczek wirusowych w 
warstwie powierzchniowej nabłonka dochodzi do powstania efektu cytopatycznego, 
charakteryzującego się pojawieniem tzw. koilocytów -  komórek wielko- lub wie- 
lojądrzastych. Poznanie pełnego cyklu rozwojowego wirusów Papilloma napotyka 
na trudności spowodowane brakiem odpowiednich hodowli keratynocytów in vitro. 
Bardzo słabo poznane są etapy infekcji komórek przez wirusy Papilloma oraz eks
presji ich wczesnych ramek odczytu. Z badań prowadzonych na wirionach i VLP 
(z ang. virus-like particles) wirusa BPV1 oraz VLP HPV16 wynika, że podczas 
infekcji wirusy te wiążą się z powszechnie obecnym, ewolucyjnie zachowawczym 
komórkowym receptorem powierzchniowym. VLP HPV16 hamują wiązanie wi- 
rionów BPV1 z komórkami C l27 i ich transformację, co sugeruje, że wirusy te 
interreagują z tymi samymi komórkowymi cząsteczkami powierzchniowymi [70]. 
Badania infekcji linii komórkowych C l27 lub CV-1 przez wirusa BPV1 prowadzone 
przy użyciu mikroskopii elektronowej i immunofluorescencyjnej wykazały, że wi- 
riony BPV1 ulegają adsorbcji na powierzchni komórek już po 1-godzinnej inkubacji 
w temperaturze 4°C. Większość wirionów była absorbowana przez komórki w czasie 
30-minutowej inkubacji w temperaturze 37°C, po czym większość antygenów wi-
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rasowych lokalizowano w jądrze komórkowym. Wirusy były transportowane w 
fagosomach, a proces ten może być hamowany przez cytochalazynę B i taxol, 
co sugeruje, że w transporcie wirionów mogą brać udział mikrofilamenty i mi- 
krotubule. Białka kapsydu były wykrywane w komórce przez około 14 godzin, 
po czym ulegały degradacji. Przypuszcza się, że proces rozpadu wirionów zachodzi 
w cytoplazmie, a białka LI i L2 migrują do jądra dzięki ich sygnałom lokalizacji 
jądrowej. Świadczy o tym fakt, że w jądrze komórek zainfekowanych nie stwierdzono 
całych wirionów, natomiast otrzymano silny sygnał fluorescencyjny pochodzący 
od białek LI i L2 [97].

Model replikacji wirusów Papilloma został najlepiej opracowany dla wirusa 
BPV1 [42]. Replikacja wirusów Papilloma zachodzi w jądrze komórki zainfeko
wanej. Białkami niezbędnymi do replikacji wirusa BPV 1 są produkty otwartych 
ramek odczytu El i E2. Ekspresja tych ramek odczytu jest wystarczająca do zapo
czątkowania replikacji. Przypuszcza się, że produkty ramek odczytu E5, E6 i E7 
biorą udział w podtrzymywaniu replikacji. Z miejscem inicjacji replikacji wiąże 
się kompleks białek El i E2TA, zapoczątkowując replikację. Białko El dzięki 
właściwościom helikazy zależnej od ATP rozplata nici DNA i umożliwia rozpoczęcie 
replikacji. Proponowanymi w tym modelu poziomami regulacji replikacji są: two
rzenie kompleksu pomiędzy białkami El i E2TA, zdolność wiązania się tego kom
pleksu z DNA oraz aktywność białka E l.

Możliwymi czynnikami kontrolującymi tworzenie kompleksu E1-E2TA są:
-  stopień ufosforylowania E2TA (białko El łączy się tylko z nieufosforylowaną 

formą E2TA) [48],
-  obecność białek E2TR i E8/E2TR w dużym stężeniu (białka te tworzą hete- 

rodimery z białkiem E2TA i uniemożliwiają mu wiązanie się z białkiem E l).
-  stężenie białek El i E2TA (w komórkach transformowanych białka El i E2TA 

występują w niskim stężeniu, zwiększenie stężenia białka E2TA indukuje ampli- 
fikację DNA BPV 1).

Kontrola wiązania kompleksu E1-E2TA z DNA odbywać się może przez:
-  białka E2TR oraz E8/E2TR (gdy są w dużym stężeniu mogą modulować 

działanie E1-E2TA przez kompetycyjne wiązanie się z miejscami rozpoznawanymi 
przez E2TA),

-  multimeryczne kompleksy białka E2TA (wykazano, że białko E2TA w postaci 
takich kompleksów indukuje tworzenie pętli w DNA).

Ostatnio stwierdzono, że w przypadku wirusa BPV1 efektywność replikacji mo
dulowana jest przez dodatkowe sekwencje wirusowe. Dodanie takich sekwencji 
do konstraktów zawierających tylko minimalny region niezbędny do zapoczątko
wania replikacji tzw. ori (z ang. origin o f replication) powoduje zwiększenie poziomu 
replikacji DNA. Wśród tych sekwencji zidentyfikowano fragment o długości 69 
par zasad, w pozycji 4921-4990 wirusa BPV1, który zawiera co najmniej dwa 
miejsca wiązania dla białek komórkowych. Jednym z tych białek jest białko CDEBP,
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rozpoznające oktamerowy motyw ATCACGTG identyczny jak drożdżowy element 
CDEI. Zarówno delecje, jak i mutacje w tym regionie wyraźnie obniżają poziom 
replikacji [66].

Do replikacji DNA wirusów HPV wymagane jest białko El i miejsce ori. Białko 
E2 stymuluje replikację w sposób niezależny od miejsca wiązania. Badania replikacji 
DNA HPV in vitro przy użyciu oczyszczonych białek i częściowo oczyszczonych 
ekstraktów białkowych wykazały, że replikacja wirusów HPV jest zależna również 
od czynników komórkowych: białka replikacyjnego A, czynnika replikacyjnego 
C, antygenu jądrowego proliferacji komórkowej (z ang. proliferating-cell nuclear 
antigen), jak również od frakcji IIA otrzymanej po rozdziale na kolumnie z fo- 
sfocelulozą. Frakcja IIA zawiera polimerazę DNA-primazę oraz polimerazę DNA. 
Obie te polimerazy są istotne dla replikacji DNA HPV16 in vitro nie są jednak 
wystarczające [58].

Proces nowotworzenia rozpoczyna się w warstwie podstawnej nabłonka, gdzie 
wirusy PV nie przechodzą pełnego cyklu rozwojowego. W komórkach nowotwo
rowych wirusy wysokiego ryzyka występują głównie w postaci zintegrowanej z 
genomem gospodarza. Istnieją również doniesienia o identyfikacji w niektórych 
rakach obu form wirusów lub tylko jego form episomalnych [52, 20, 32, 16, 41]. 
Proces integracji zachodzi głównie przez przerwanie ramek odczytu El lub E2 
[76]. Niektórzy autorzy podają również możliwość integracji przy udziale innych 
obszarów za wyjątkiem ramek odczytu E6, E l  oraz URR [28, 15]. Białko E2 
bierze udział w regulacji transkrypcji ORF E6 i E7. Przerwanie ramki odczytu 
E2 w wyniku integracji DNA wirusowego z genomem gospodarza jest ważnym 
etapem prowadzącym do nadmiernej ekspresji genów kodujących białka onkogenne 
E6 i E7.

VIII. WŁAŚCIWOŚCI TRANSFORMUJĄCE WIRUSÓW
HPV

Większość informacji dotyczących właściwości transformujących wirusów HPV 
pochodzi z doświadczeń in vitro. Wprowadzenie sklonowanego DNA wirusów HPV 
wysokiego ryzyka (np. HPV16, HPV18) do ustalonych linii komórkowych gryzoni 
powoduje ich transformację [96, 40]. Wykazano, że za właściwości transformujące 
tych wirusów odpowiedzialne są białka kodowane przez ramki odczytu E6 i E7 
[40, 65] oraz, że aktywność transformująca białka E6 jest mniejsza niż białka E7 
[65, 8]. Transformację komórek za pomocą produktów ORF E6 i E7 obserwowano 
jedynie w przypadku linii komórkowych gryzoni. Transfekcja sklonowanego DNA 
wirusów HPV wysokiego ryzyka lub ORF E6, E7 do linii komórek ludzkich (np. 
macierzystych komórek nabłonkowych, ludzkich keratynocytów, fibroblastów etc.) 
powodowała jedynie ich immortalizację [94, 68, 51, 53]. Aby uzyskać tumoroge-
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niczne klony komórkowe komórek ludzkich, potrzebne jest współdziałanie dodat
kowych czynników, np. wprowadzenia specyficznych onkogenów. Wykazano, że 
onkogen H-ras wprowadzony wraz z ramką odczytu E7 indukuje całkowitą trans
formację kultur fibroblastów i ludzkich komórek nabłonka szyjki macicy. Trans
formację ludzkich komórek uzyskano dzięki komplementacji ramki E7 także z takimi 
czynnikami, jak: onkogen c-myc, p53, duży antygen T polyoma, antygen T SV-40 
oraz białkiem E la  adenowirusa. Ramka odczytu E6 pozostaje nieaktywna w tych 
próbach komplementacji [65]. Analogiczne próby komplementacji prowadzone na 
wirusach niskiego ryzyka wykazały ich niezwykle słabą zdolność transformacji i 
unieśmiertelniania linii komórkowych [6]. Zlokalizowanie aktywności transformu
jącej wirusów HPV w ramkach odczytu E6/E7 zwiększyło zainteresowanie pro
duktami tych ramek oraz ich oddziaływaniem z białkami komórkowymi. Obecnie 
białka E6 i E7 są najlepiej poznanymi białkami kodowanymi przez wirusy Papilloma.
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SIŁY I NAPRĘŻENIA M ECHANICZNE  
W E W RZECIONIE M ITOTYCZNYM ;

ICH ROLE W ROZDZIELANIU CHROM OSOM ÓW *

FO RCES AND M ECH A N ICA L STRESSES IN M ITOTIC SPINDLE; 
TH EIR  ROLES IN CH RO M O SO M E SEG REG ATION

Zygmunt HEJNOWICZ 

Katedra Biofizyki i Biologii Komórki, Uniwersytet Śląski, Katowice

Streszczenie: Przegląd traktuje o mechanizmie rozdzielania par chromatyd w mitozie lub par chromoso
mów homologicznych w mejozie, który wyklucza możliwość, że dwaj partnerzy jednej pary przejdą do 
tego samego bieguna wrzeciona mitotycznego. Pary rozdzielane są na zasadzie: (a) zdolności generowa
nia siły przesuwającej kinetochor (we współdziałaniu z przyłączonymi doń mikrotubulami) do bieguna, 
znacznie większej (>1000 x) niż siła potrzebna do ruchu chromosomu; (b) realizacji tej zdolności przy 
bipolarnej orientacji par kinetochorów (kinetochory jednej pary są połączone z obu biegunami, a siły 
działają w przeciwnych kierunkach), dzięki czemu powstają duże naprężenia rozciągające w kinetocho- 
rach; (c) zmiany chemizmu kinetochorów pod wpływem naprężenia, co umożliwia przejście przez punkt 
kontrolny cyklu komórkowego od metafazy do anafazy; (d) sprzężenia zwrotnego między narastaniem 
naprężenia w parze kinetochorów a stabilizacją tych przyłączeń mikrotubul do kinetochorów, które 
powodują naprężenie, co daje bipolarną orientację z efektem wymienionym w punkcie (b).

Słowa kluczowe: kinetochory, mejoza, mikrotubule, mitoza, naprężenia mechaniczne, naprężenie rozcią
gające, punkt kontrolny cyklu komórkowego, ruch chromosomów, siły mitotyczne, wrzeciono mitoty- 
czne.

Summary: The review treats of the mechanism of chromosome segregation in mitosis or meiosis which 
excludes the possibility that both partners of a pair (sister or homologous chromosomes in mitosis or 
meiosis, respectively) go to the same pole. The segregation appears to rely upon: (a) the ability of 
kinetochores (in an interaction with attached microtubules) to generate forces which are much higher 
(>1000x) than forces necessary to move free chromosomes; (b) the bipolar orientation of a kinetochore 
pair which enables realization of this ability (the forces act in opposite direction) resulting in a high

*Autor dziękuje Prof. dr A. Sieversowi (Uniwersytet Boński) za pomoc w zebraniu literatury do 
artykułu.
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mechanical tension in the kinetochores; (c) changing of kinetochore chemistry by the tension vhich 
controls a cell cycle checkpoint in metaphase; and (d) positive feedback between increasing tensnn in 
kinetochores and stabilization of these attachments of kinetochores to microtubules that give bnolar 
orientation with the effect listed under (b).

Key words: cell cycle checkpoint, chromosome movement, kinetochores, mechanical stress, meiosismic- 
rotubules, mitosis, mitotic forces, mitotic spindle, tension.

Dedicated in menory 
of Prof. Dr Karl-Ernst Wohlfarth-Bottermann (1923-1197) 

who helped many Polish cell biologists in their scientific developnent.

TERMINOLOGIA I WSTĘPNE OBJAŚNIENIA

W artykule, przymiotnik „mitotyczny” stosowany jest w szerokim znacztniu, 
a więc rzeczowniki, które określa, takie jak wrzeciono czy siła, mogą odrosić 
się również do mejozy.

Zauważmy najpierw, że rozdzielać można to, co jest połączone [8]; w miozie 
rozdzielane są chromatydy chromosomów, zaś w pierwszym podziale mejotycziym 
rozdzielane są pary skoniugowanych, homologicznych chromosomów połączoiych 
chiazmami.

Chromosom składa się z dwu siostrzanych chromatyd, których zespolenie (kre- 
ślane jest jako kohezja siostrzanych chromatyd [8,7]. Strukturalnie odrębne mitjsce 
chromosomu zwane centromerem zawiera i realizuje informację dla wytworzenia 
siostrzanych kinetochorów oraz centromerowej kohezji chromatyd, która różn się 
od kohezji pozacentromerowej [72]; para siostrzanych centromerów jest kohezyjnie 
zespolona aż do anafazy (w przypadku mejozy pozostaje zespolona aż do anaazy 
II). Kinetochor jest blaszkowatym kompleksem DNA i wielu białek [9,10,4780]. 
Odgrywa szczególną rolę w ruchach chromosomów i ich rozdzielaniu. W mit>zie, 
siostrzane chromatydy mają oddzielne kinetochory, tworzące parę rozdzielaią w 
anafazie. W mejozie I, kinetochory siostrzanych chromatyd są tak ściśle zespoone 
w centromerze, że stanowią funkcjonalną jednostkę. Dwie takie jednostki v bi- 
walencie stanowią parę, która ulega rozdzielaniu w pierwszym podziale.

Rozdzielanie chromosomów dokonuje się we wrzecionie mitotycznym [971]. 
Składa się ono zwykle z dwu polarnych układów mikrotubul pogrążonych w macerzy 
wrzeciona [39]. Termin mikrotubula będzie skracany do MT, przy czym ten sam 
skrót będzie stosowany zarówno do liczby pojedynczej, jak i mnogiej.

Pojedynczy polarny układ MT wrzeciona, zwany również połówką wrzeaona 
(nie w znaczeniu potocznym) składa się z MT skierowanych końcami mini* do
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bieguna wrzeciona (rys. 1), które jest organizowane nie 
tylko przez centrosomy, ale i dodatkowe białka [2 1 ,
28].

Typowe wrzeciono jest dwubiegunowe (bipolarne) 
i składa się z dwu połówek. Eksperymentalnie można 
jednak otrzymać wrzeciona, w których występuje albo 
tylko jedna połówka (monopolarne), albo więcej jak 
dwie połówki.

Wyróżniamy MT kinetochorowe (kMT) z końcami 
plus zaczepionymi w kinetochorach i MT niekineto- 
chorowe. Kinetochor zwykle jest dostatecznie duży, aby 
móc przyłączyć wiele MT, które łącznie tworzą tak zwa
ne włókno kinetochorowe (u Saccharomyces cerevisiae 
jednak przyłącza tylko jedną MT). Wśród niekineto- 
chorowych MT wyróżniamy dwie grupy: MT wnikające 
między podobne MT drugiej połówki o przeciwnej po- 
larności i łączące się z nimi dynamicznie specjalnymi 
białkami oraz MT z wolnymi końcami zwykle nie się
gającymi dalej niż do równika wrzeciona. Pierwszą gru
pę będziemy określali jako MT zachodzące antyrównoległymi końcami (interdigi- 
tating MT), drugą -  jako MT biegunowe (polar MT). W przypadku wrzeciona 
z centrosomami istnieją jeszcze MT astralne odchodzące na zewnątrz wrzeciona 
i wnikające w korową warstwę cytoplazmy. (W różnych pracach stosowane są

RYSUNEK 1. Schemat ilustru
jący orientację mikrotubul we 
wrzecionie mitotycznym; końce 
minus mikrotubul znajdują się 

na biegunach wrzeciona

RYSUNEK 2. Schematy ilustrujące bipolarne (b) i monopolarne (m) połączenia kinetochorów w mitozie
(A) i mejozie (B)
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różne terminy na oznaczenie różnych MT wrzeciona; „przetłumaczono” je na terminy 
podane powyżej).

Jeżeli jeden z kinetochorów danej pary jest połączony za pośrednictwem kMT 
z jednym biegunem wrzeciona, zaś drugi kinetochor z drugim biegunem, mówimy 
o bipolarnym połączeniu lub orientacji. Jeżeli para kinetochorów połączona jest 
tylko z jednym biegunem (oba kinetochory są połączone z tym samym biegunem 
lub jeden w ogóle nie połączony), mówimy o monopolamym połączeniu lub orien
tacji (rys. 2).

Przejście z metafazy do anafazy podlega jednemu z punktów kontrolnych cyklu 
komórkowego [24].

Anafaza ma dwa stadia, które mogą zachodzić na siebie: stadium A (anafaza 
A) -  gdy chromosomy poruszają się do biegunów i stadium B (anafaza B) -  gdy 
bieguny oddalają się od siebie (wrzeciono ulega wydłużeniu).

MITOTYCZNE RUCHY CHROMOSOMÓW

Ruch kinetochoru może odbywać się albo w kierunku do bieguna, ku któremu 
jest zwrócony lub z nim powiązany za pośrednictwem kMT, albo w kierunku od 
takiego bieguna. Kierując się uznaną szeroko terminologią, pierwszy będziemy na
zywali ruchem P (od poleward), drugi zaś ruchem AP (od away from the pole). 
Mówi się również o stanach P i AP kinetochoru ze względu na ruch, który aktualnie 
wykonuje.

W późnej profazie i prometafazie, dany kinetochor wykazuje na przemian ruchy 
AP i P [68]. Wypadkowa tych mchów skierowana jest ku płaszczyźnie równikowej, 
co powoduje, że kinetochory lokują się albo w tej płaszczyźnie (mitoza), albo 
symetrycznie względem niej (mejoza I). Ten wypadkowy ruch kinetochorów do 
równika i odpowiadające mu skupianie chromosomów w płytkę metafazową to 
kongresja.

W anafazie pary kinetochorów ulegają rozdzieleniu, a rozdzielone kinetochory 
trwają w mchu P zmierzając ku przeciwnym biegunom.

Bezpośrednio po przyłączeniu pierwszej MT przez jeden z kinetochorów sio
strzanych chromatyd (połączenie monopolame) następuje stosunkowo szybki mch 
kinetochom, a tym samym chromosomu, w kiemnku bieguna, do którego należy 
dana MT [3]. Oznaczmy ten kinetochor, jak również wymieniony biegun, literą 
a. Kinetochor a jest wtedy zwrócony do bieguna a , zatem wykonuje mch P (biegun 
a może nie być najbliższym biegunem dla kinetochom a). Dmgi kinetochor, b, 
wykonuje wtedy mch AP względem przeciwnego bieguna b, ku któremu jest zwró
cony, ale na razie nie jest z nim połączony. Kinetochor a zatrzymuje się jednak 
przed osiągnięciem bieguna a, po czym zaczyna wykonywać mch AP. Nie osiągając
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płaszczyzny równikowej wrzeciona, kinetochor znowu zmienia kierunek ruchu. Daje 
to w sumie oscylacyjny ruch chromosomu (przy połączeniu monopolarnym) [73]. 
Kinetochor b zwrócony jest w czasie tego ruchu ku biegunowi b. Istnieje więc 
duża szansa przyczepienia MT z tego bieguna. Gdy to nastąpi, chromosom jest 
w połączeniu bipolarnym. Niekoniecznie jednak już druga MT, przyłączona do 
rozważanego chromosomu, daje takie połączenie; może ona przyłączyć się do 
kinetochoru a zamiast do b albo MT przyłączająca się do kinetochoru b może 
należeć do bieguna a.

Kinetochory bipolarnie zorientowanego chromosomu wykazują również ruchy 
oscylacyjne; dany kinetochor wykonuje kolejno ruchy P i AP. Zwykle jest tak, 
że gdy jeden z kinetochorów danej pary wykonuje ruch P, to drugi wykonuje 
ruch AP i na odwrót, czyli oba kinetochory poruszają się w tym samym kierunku 
względem laboratoryjnego układu odniesienia. W związku z tym powszechnie uważa 
się, że ruch AP kinetochoru jest powodowany pociąganiem tego kinetochoru przez 
drugi będący w ruchu P. Kinetochory siostrzanych chromatyd mogą jednak poruszać 
się również w przeciwnych kierunkach. Biorąc pod uwagę ten fakt oraz to, że 
monopolamie połączone kinetochory mogą także wykonywać oscylacyjne ruchy, 
wprowadzono pojęcie niestabilności kierunkowej kinetochoru [74]. W połączeniu 
bipolarnym, ruch obu kinetochorów jednej pary w tym samym kierunku stanowi 
przejaw synchronizacji tej niestabilności; jeden wykonuje ruch P, drugi zaś ruch 
AP. Występuje wtedy oscylacyjny ruch całego chromosomu. Gdy jednak para ki
netochorów porusza się w przeciwnych kierunkach, występują zmiany rozciągnięcia 
kinetochorów i centromeru (w mitozie) albo kinetochorów i odcinków chromosomów 
do chiazmy (w mejozie), bez zmiany położenia chromosomu lub biwalentu jako 
całości [74]. Niestabilmość kierunkowa zdaje się być powszechną właściwością 
kinetochorów [68]. Występuje nie tylko w profazie, ale również w metafazie i 
na początku anafazy.

Zmiana kierunku ruchu kinetochoru dokonuje się gwałtownie. W komórkach 
płuc traszki zmiana występuje co 7 s, zarówno gdy tylko jeden kinetochor z pary 
był przyłączony do kMT (orientacja monopolama), jak i po osiągnięciu orientacji 
bipolarnej [73].

Prędkość ruchów oscylacyjnych kinetochoru jest wolniejsza niż jego początkowy 
ruch P po przyłączeniu pierwszej MT (orientacja monopolama), ale szybsza niż 
ruchu P w anafazie. Należy w związku z tym mieć na uwadze, że w początkowym 
mchu P kinetochor przyczepiony jest do boku MT, po której się przesuwa (rys. 
3a). Następnie, część MT wystająca poza kinetochor ulega depolimeryzacji, a koniec 
plusowy MT lokuje się w kinetochorze (rys. 3b). Od tego momentu ruchowi P 
kinetochoru towarzyszy depolimeryzacja kMT, zaś mchowi AP -  polimeryzacja 
kMT na końcach plus przyłączonych do kinetochoru [33,52]. Prawdopodobnie, pro
cesy polimeryzacji i depolimeryzacji na końcach MT tkwiących w kinetochorach 
limitują prędkość mchu kinetochoru niezależnie od sił, które go powodują. Stąd
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RYSUNEK 3. Schematy ilustrujące przyłączenie mikrotubuli do kinetochoru bokiem (A) i końcem (B): 
MT -  mikrotubula; bm -  białko motoryczne typu dyneiny; k -  kinetochor; T -  dimery tubuliny. Strzałka 
wskazuje kierunek ruchu P (ku biegunowi). Zakropkowana część MT na rysunku A ulega odrzuceniu, po 
czym mikrotubula zmienia położenie ze stycznego na prostopadłe względem kinetochoru, lokując swój 
plusowy koniec w zagłębieniu między cząsteczkami białka motorycznego. Na rysunku A zagłębienie 
oglądane jest z góry, na rysunku B oglądane jest z boku, na przekroju wykonanym wzdłuż linii

kreskowanej na rysunku A

prawdopodobnie mniejsza prędkość ruchów oscylacyjnych niż ruchu początkowego, 
gdy końca MT w kinetochorze jeszcze nie było. Intrygujące jest to, że w ruchu 
oscylacyjnym, prędkość w obu kierunkach, również w stanie orientacji monopolamej 
może być jednakowa [73]. Można to wyjaśniać istnieniem dwu typów motorów 
w kinetochorze, jednego dla mchu P, drugiego dla mchu AP (patrz niżej). Wy
magałoby to jednak generowania jednakowych sił przez oba typy motorów, co 
wydaje się mało prawdopodobne. Podobna prędkość w obu kierunkach wynika 
raczej z podobnych szybkości depolimeryzacji i polimeryzacji kMT ograniczających 
prędkość niezależnie od wielkości działających sił. Oczywiście, prędkość mchów 
oscylacyjnych kinetochorów i chromosomów jest znacznie większa niż wypadkowa 
prędkość kongresji. Prędkość mchów chromosomów u roślin jest ogólnie mniejsza 
niż u zwierząt [9], jednak mchy samych kinetochorów u roślin nie są dostatecznie 
poznane.

W czasie trwania mchów oscylacyjnych liczby MT przyłączonych do kineto
chorów wzrastają. Na ogół liczby MT przyłączonych do siostrzanych kinetochorów 
są różne, ale wykazują tendencję do zrównania się w późnej metafazie. Ponieważ 
kinetochor w oddziaływaniu z przyłączonymi do niego MT genemje siłę skierowaną 
ku biegunowi (patrz niżej) i siła ta zależy od liczby przyłączonych MT [27], jedną 
z przyczyn oscylacyjnego mchu pary kinetochorów może być zmieniająca się różnica 
liczb MT przyłączonych do obu kinetochorów jednej pary. Inną przyczną jest fa- 
zowość generowania siły w oddziaływaniu kinetochom z MT (patrz niżej).
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Jak wspomniano, oscylacyjne ruchy par kinetochorów są zwykle zsynchronizo
wane. Stosując mikrochirurgię laserową można ruchy jednej pary zdesynchronizować 
rozcinając centromer między kinetochorami [74]. Rozcięcie na ogół pozostawia 
pewne nitki chromatyny łączące chromatydy, tak że kinetochory rozsuwają się, 
ale chromatydy pozostają elastycznie połączone. Okazuje się, że desynchronizacja 
jest tym dalej posunięta, im słabsze jest połączenie kinetochorów jednej pary [74]. 
Wysunięto w związku z tym hipotezę, że mechanizm przełączania stanów ruchu 
działa na zasadzie kinetochorowego tensometru; przy dużym naprężeniu rozcią
gającym kinetochoru włączany jest stan AP, zaś przy niskim naprężeniu włączany 
jest stan P [74]. Stan ruchliwości kinetochoru czy pary kinetochorów zależy jednak 
od wypadkowej sił działających na kinetochor(y), a generowanych w kinetochorach 
lub poza nimi.

WIELKOŚCI SIŁ POWODUJĄCYCH MITOTYCZNE 
RUCHY CHROMOSOMÓW ORAZ SIŁ GENEROWANYCH 

W MITOZIE

Siły -  par excellence -  to temat fizyczny, a zatym niezbędne jest jego ilościowe 
ujęcie. Zaczynamy omawianie sił mitotycznych od ich ilościowej charakterystyki, 
choć uwzględnianie takiej charakterystyki bynajmniej nie jest typowe w podejściu 
biologów komórkowych do tematu sił mitotycznych. Znajomość jednak charakte
rystyki ilościowej, choćby bardzo ogólnej, pozwoli na pominięcie wgłębiania się 
w charakterystykę jakościową tych sił, które być może występują, lecz są bardzo 
słabe. To tak jak z ciśnieniem światła; na pewno istnieje, ale po co zajmować 
się nim w związku z ruchami na ziemi czy powietrzu, skoro wiadomo, że siły, 
jakie ciśnienie światła powoduje, są do pominięcia w porównaniu z siłą grawitacji, 
wiatru itp.

Siłę potrzebną do poruszania chromosomu można wyznaczyć znając średnią 
lepkość wrzeciona oraz rozmiary i prędkość chromosomu. Dla typowego chro
mosomu poruszającego się z prędkością 6 nm • s-1 siła ta wynosi 0,1-0,5 pN 
(piko-niuton) w zależności od stopnia kondensacji chromosomu [3,36,54]. Oczy
wiście, jest to wartość otrzymana przy założeniu, że chromosom porusza się swo
bodnie.

Siły P działające na chromosomy we wczesnej anafazie zmierzył Nicklas [55]. 
Dokonał tego przy pomocy włókna szklanego, które zaczepione o chromosom, 
będąc elastycznie wygięte, przeciwdziałało jego mchowi. Jednostka wygięcia włókna 
była wykalibrowana w jednostkach siły powodującej wygięcie. Pomiary przepro
wadzono na chromosomach pierwotnych spermatocytów konika polnego Melanoplus 
sanguinipes w pierwszej połowie anafazy I. Ponieważ prędkość mchu chromosomów
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była nieco zmienna w różnych komórkach (w zakresie od 9 do 15 nm • s-1), 
prędkość chromosomu zaczepionego na włóknie wyrażano w procentach prędkości 
innych chromosomów tej samej komórki.

Prędkość ruchu zaczepionych chromosomów nie ulegała zmianie, dopóki siła 
wywierana przez włókno, a przeciwdziałająca ich ruchom nie osiągnęła około 
100 pN. Oznacza to, że siła 200-500 razy większa niż ta, która jest potrzebna, 
aby nadać swobodnemu chromosomowi prędkość, z jaką porusza się w anafazie, 
nie zmniejsza prędkości chromosomu; chromosom zachowuje się jak czołg, który 
nie zmienia prędkości pokonując nawet duże przeszkody. Przy dalszym wzroście 
siły prędkość gwałtownie spadała. Spadek prędkości o 50% występował przy 370 
pN (średnia statystyczna), zatrzymanie chromosomu następowało przy 700 pN (wy
znaczona z ekstrapolacji liniowej regresji na wykresie prędkość versus siła). Według 
Nicklasa [55] nie jest to granica możliwości generowania siły, ale raczej granica 
wytrzymałości szkieletowej wrzeciona. Mianowicie, przy przyłożeniu za pomocą 
włókna siły zatrzymującej zaczepiony chromosom, prędkość innych niezaczepionych 
chromosomów ulegała zmniejszeniu, choć przy niższych siłach żadnego wpływu 
włókna na niezaczepione chromosomy nie obserwowano. Mamy więc następujący 
wynik: maksymalna siła, Fmax = 700 pN, generowana w kinetochorze jest ponad 
tysiąc razy większa niż siła potrzebna do mchu chromosomu swobodnego!

Wiadomo (patrz niżej), że siła, jaka działa na chromosom w anafazie A, jest 
generowana w oddziaływaniu kMT z kinetochorem, czyli Fmax powstaje w takim 
oddziaływaniu. Ten rodzaj siły zależy od liczby przyłączonych MT [28]. Średnia 
liczba MT przypadająca na kinetochor w spermatocytach badanego konika polnego 
wynosi 15, maksymalna więc siła, jaka może być generowana w oddziaływaniu 
z jedną MT, to 47 pN. Nawet ta jednostkowa siła znacznie przewyższa siłę potrzebną 
do mchu swobodnego chromosomu.

W eksperymencie z włóknem zatrzymującym chromosom, siła była generowana 
jakby po to, aby pokonać przeszkodę, którą stanowiło włókno. Eksperyment taki 
wskazuje, że we wrzecionie mogą być generowane stosunkowo bardzo duże siły, 
nie dowodzi jednak, że w normalnym mchu anafazowym takie siły są generowane. 
Może się nawet wydawać, że tych dużych sił nie ma, bo chromosom porusza 
się z prędkością, która odpowiada znacznie mniejszej sile. Zauważmy jednak, że 
po pierwsze, chromosomy nie są swobodne (stan taki uzyskują dopiero w zaawan
sowanej anafazie): w pro- i metafazie para kinetochorów jest połączona (chiazmami 
w mejozie I, kohezją centromerową w mitozie), a również na początku anafazy 
kinetochory siostrzanych lub homologicznych chromosomów nie są swobodne, po
ruszają się w przeciwnych kierunkach pokonując opory wynikające z zaplecienia 
ramion siostrzanych czy homologicznych chromosomów. Po drugie, prędkość ruchu 
chromosomów może nie pozostawać w żadnej prostej relacji do wielkości sił ge
nerowanych w mitozie czy mejozie; duże siły generowane w parze kinetochorów 
w przeciwnych kierunkach mogą być równe co do wielkości i wtedy nie ma żadnej
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wypadkowej siły zdolnej powodować ruch takiej pary. Wystarczą jednak małe wa
hania tych sił, aby wystąpił ruch oscylacyjny, wystarczy dodanie niewielkiej do
datkowej siły do pary wzajemnie znoszących się dużych sił, aby wystąpił uchwytny 
ruch.

Mamy obecnie dobre podstawy empiryczne (patrz niżej), aby twierdzić, że ge
nerowanie w kinetochorach tak dużych sił, jak Fmax w eksperymencie z włóknem 
przyłożonym do chromosomu, występuje również w normalnej mitozie czy mejozie. 
Dzieje się to niewątpliwie w związku z naturalnymi przeszkodami ruchu kineto- 
chorów (kohezja, chiazmy). Istnieją również dobre podstawy dla przyjęcia poglądu, 
że Fmax w tej wysokości, jaka została wyznaczona na początku anafazy, może

RYSUNEK 4. Schematy ilustrujące eksperymenty Khodiakova i wsp. [38]: A -  chromosom metafazowy; 
B -  kinetochory zaczynają się rozchodzić, a eksperymentator działa wiązką światła laserowego biegnącą 
w kierunku strzałki; C -  bezpośrednio po przecięciu, w którym utworzył się mały jednokinetochorowy 
fragment chromosomowy; D -  po odtworzeniu bipolarnego połączenia przez jednokinetochorowy frag

ment; E -  układ mikrotubul przyłączonych do kinetochoru jednokinetochorowego fragmentu
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być generowana również w metafazie, a nawet w końcowej fazie profazy, gdy 
kinetochor przyłączył pełen komplet mikrotubul [56]. Wymowne w tym wzlędzie 
są badania Khodiakova [38], w których zastosowano mikrochirurgię laserową do 
cięcia między dwoma kinetochorami w bipolarnie zorientowanych chromosomach. 
Wybierano odpowiednio zorientowany (względem układu laserowego) chromosom 
metafazowy i gdy zaczynało się rozchodzenie kinetochorów, przepuszczano między 
nimi wiązkę światła laserowego tak, że otrzymywano dwa fragmenty chromosomowe, 
każdy z pojedyńczym nieuszkodzonym kinetochorem (rys. 4). Można było w ten 
sposób otrzymać fragment zawierający niewiele materiału chromosowego, ale cały 
kinetochor. Początkowo taki kinetochor był w połączeniu monopolamym szybko 
jednak odłączał MT, co powodowało opóźnienie anafazy w komórce (o czym będzie 
mowa poniżej), a następnie przyłączał na nowo MT, zachowując się jak nienaruszona 
para kinetochorów w profazie i prometafazie. Ostatecznie ustawiał się w płasz
czyźnie równikowej. Trójwymiarowa tomograficzna (elektronowo-mikroskopowa) 
analiza jedno-kinetochorowych fragmentów wykazała, że kinetochor przyczepiony 
był do MT z obu biegunów w dwu oddzielnych polach (rys. 4 E), przy czym 
kinetochor był silnie rozciągnięty i odkształcony, jakby w początkowej fazie roz
rywania. Komórka przechodziła do anafazy, w której nienaruszone chromosomy 
rozdzielały się na dwa chromosomy przesuwające się do biegunów, natomiast jed- 
no-kinetochorowe fragmenty pozostawały naciągnięte w płaszczyźnie równikowej 
albo ulegały przeciągnięciu do jednego z biegunów. Oznacza to, że na początku 
anafazy nie tyle wzrasta siła ciągnąca kinetochory normalnych chromosomów do 
biegunów, ile następuje zwolnienie kohezji między siostrzanymi (homologicznymi) 
kinetochorami; duża siła jest generowana już wcześniej.

CHARAKTERYSTYKA JAKOŚCIOWA SIŁ 
GENEROWANYCH W KINETOCHORACH

Istnieją dwa poglądy na to, co się dzieje w kinetochorach w czasie ruchów 
mitotycznych:

(a) kinetochor jest pociągany przez przesuwające się włókno kinetochorowe 
(patrz niżej);

(b) w kinetochorze generowane są siły przesuwające go po kMT.
Nicklas [57] wykazał jednak w eleganckim eksperymencie, polegającym na od

cięciu przybiegunowej części wrzeciona, że siły powodujące ruch P chromosomów 
generowane są w kinetochorach.

Badania Hymana i Mitchisona [31,32] nad kinetochorami izolowanych chro
mosomów wskazały, że mogą one przyłączać MT i powodować ich przesuwanie 
się zarówno w kierunku końców minus, jak i końców plus. (Kierunek ruchu jest
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względny, a w przypadku omawianego eksperymentu izolowane chromosomy nie 
mogły się poruszać. Będziemy go jednak zawsze określać tak, jakby to kinetochor 
poruszał się względem MT). W kinetochorach izolowanych chromosomów działało 
więc zarówno białko motoryczne generujące siłę w kierunku końca minusowego 
MT (minusowy motor), jak w kierunku końca plus (plusowy motor). Prędkość 
ruchu w kierunku końca minus była większa niż w kierunku plus, ale tylko na 
początku przyłączania MT do kinetochom. Hyman i Mitchison [31,32] wysunęli 
pogląd, że minusowy motor, który zaczyna działać po przyłączeniu pierwszej MT 
do kinetochom, zostaje częściowo wyłączany wraz z przyłączaniem następnych 
MT. Zmniejszenie prędkości wynika jednak prawdopodobnie z tego, że po ulo
kowaniu końców MT w kinetochorze, mchowi kinetochom musi towarzyszyć depo- 
limeryzacja MT.

Charakterystyka wrażliwości kinetochorów izolowanych chromosomów na ana
logi ATP wskazuje, że w generowaniu siły w kiemnku minus bierze udział dyneina 
[31]. Występowanie dyneiny w obrębie wrzeciona było znane od dawna [49]. Badania 
immunologiczne z zastosowaniem mikroskopu elektronowego wykazały, że dyneina 
(cytoplazmatyczna forma) istotnie występuje we włóknistej koronie kinetochom 
[64,79].

Naturalnym kandydatem na motor plusowy jest kinezyna. Jej ciężki łańcuch, 
przy końcu NH2, ma domenę motoryczną zawierającą miejsce wiązania ATP i 
MT. Klasyczną kinezynę wyizolowano z muszki owocowej. Istnieją białka wy
kazujące wysoki stopień homologii do tej kinezyny w obrębie domeny motorycznej 
i niski poza nią; są to białka kinezyno-podobne. Różnią się między sobą w szcze
gólności „ogonami”, które określają specyfikę przyłączania się do różnych organeli. 
Choć badania wskazują na występowanie kinezyno-podobnych białek w centro- 
merach [77,79, 82,83], to jednak obecnie wydaje się, że białka te raczej zabezpieczają 
plusowe końce MT w kinetochorze, niż funkcjonują tam jako motor [15] typu 
kinezyny, który przesuwa się po powierzchni MT. Przynajmniej jedno z kinezy
no-podobnych białek kinetochorowych, CENP-E może funkcjonować jako słaby 
motor depolimeryzujący MT na plusowym końcu [44, 83]. Nie ulega natomiast 
wątpliwości, że kinezyno-podobne białka pełnią zwykłą funkcję motoryczną poza 
kinetochorami we wrzecionie i jego sąsiedztwie, biorąc udział w mchach różnych 
organelli w czasie mitozy, a w szczególności mitochondriów. Prawdopodobnie wy
stępują na powierzchni ramion chromosomów, o czym będzie mowa poniżej.

Badania nad mchami kinetochorów w komórkach wskazują, że istnieją dwa 
stany kinetochom ze względu na generowanie siły. W jednym z nich kinetochor 
genemje siłę skierowaną ku minusowemu końcowi kMT. Prawdopodobnie w tym 
stanie czynne jest białko motoryczne typu dyneiny, jest to więc stan generowania 
siły P [37]. Charakterystyka dmgiego stanu, w którym kinetochor wykazuje zwykle 
mch AP, nie jest ostatecznie wyjaśniona. Według niektórych badaczy [73,74] w 
mchu AP generowana jest siła skierowana ku końcowi plus z udziałem białka
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kinezyno-podobnego. Jest to najprostsze wyjaśnienie fazy AP w ruchu oscylacyjiym 
kinetochoru w orientacji monopolamej. Istnieje jednak możliwość, że ruch AP w 
tej orientacji jest powodowany przez siłę generowaną poza danym kinetochtrem 
(patrz niżej). Istotnie, badania Khodiakova i Riedera [37] wskazują, że w przypadku 
bipolarnej orientacji pary kinetochorów, kinetochor oddalający się od swego biejuna 
nie generuje w tym czasie siły AP. Badania te, z zastosowaniem wideo-mikrosłopii 
i laserowej mikrochirurgii, polegały na rozcinaniu centromeru w czasie jego nchu 
ku jednemu z biegunów. Kinetochor zwrócony do tego bieguna kontynuował uch, 
czyli w momencie rozcinania był w stanie generowania siły P, drugi zaś, któego 
ruch względem drugiego bieguna był typu AP, przestawał się poruszać lub zaczynał 
się poruszać w kierunku swego bieguna, co oznacza, że wcześniej był on ciągiięty 
przez siostrzany kinetochor. Jeżeli są tylko dwa stany kinetochoru ze względi na 
generowanie siły, to jeden z tych stanów jest stanem P, zaś drugi jest staiem 
neutralnym. Kinetochor w stanie neutralnym może się poruszać pod działaiiem 
siły z zewnątrz; jest to albo siła generowana przez drugi kinetochor danej jary 
będący w stanie generowania siły P, albo siła odpychania biegunowego działąąca 
na ramiona chromosomu w kierunku ku równikowi (patrz niżej).

CHARAKTERYSTYKA JAKOŚCIOWA SIŁ GENEROWANYCH 
WE WRZECIONIE POZA KINETOCHORAMI

Siły w hipotezie włókien ciągnących

Szeroko rozpowszechniona hipoteza włókien ciągnących chromosomy (tra tion 
fiber hypothesis) [63,19] przedstawiała ruchy chromosomów w podziale jądra jako 
wynik działania sił generowanych w MT, ale poza kinetochorami [56]. Podstavową 
rolę miało odgrywać pociąganie chromosomów przez włókna kinetochorowe Siła 
generowana przez włókno kinetochorowe miała być proporcjonalna do jego długjści. 
Powstały różne koncepcje generowania takiej siły: depolimeryzacja wzdłuż MT 
[34], rozciągnięta elastycznie otoczka włókna [65], generowanie siły wzdłuż wbkna 
przez aktyno-miozynę [18], występowanie na powierzchni włókna cząsteczek mo- 
torycznych przesuwających włókno względem macierzy [70] lub względem bie
gunowych MT [26,51 ]. Para kinetochorów asymetrycznie rozmieszczona w proazie 
miała być ciągnięta do płaszczyzny równikowej wrzeciona przez dłuższe, a więc 
silniejsze włókno po stronie dalszego bieguna. Ruch w anafazie A miał być wynkiem 
ciągnięcia rozdzielonych kinetochorów do biegunów, co w przypadku mitozy niało 
następować po zwolnieniu centromerowej kohezji między siostrzanymi chnma- 
tydami. Choć teoretycznie depolimeryzacja MT może stanowić motor dla nchu 
kinetochoru, wykorzystując energię hydrolizy GTP zmagazynowaną w MT, towia-
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domo obecnie, że nie jest to istotne źródło siły napędzającej ruchy chromosomów. 
Wydaje się również, że układ aktyno-miozynowy i oddziaływanie włókien kine- 
tochorowych z macierzą lub z MT niekinetochorowymi nie odgrywa większej roli 
w generowaniu sił mitotycznych, choć czynniki te mogą mieć duże znaczenie dla 
funcjonowania wrzeciona, a rola ich może wzrastać w szczególnych eksperymen
talnych warunkach. Największa siła mitotyczna jest generowana w kinetochorze 
jako siła P.

Siły w ypychania biegunow ego

Istnieje wiele pośrednich dowodów na to, że chromosomy we wrzecionie doznają 
działania sił w kierunku od najbliższego bieguna, czyli sił AP generowanych poza 
kinetochorami [9,68].

Chromosomy w monopolarnym wrzecionie mają ramiona zwrócone od bieguna
[6]. Bezkinetochorowe fragmenty chromosomów, otrzymywane za pomocą mikro- 
chirurgii z użyciem wiązki laserowej, poruszają się w kierunku od najbliższego 
bieguna do równika z prędkością około 2 pm • min-1 [67]. Małe fragmenty za
wierające kinetochory zachowują się natomiast jak normalne chromosomy. Po przy
łączeniu pierwszej MT poruszają się w kierunku do bieguna aż do osiągnięcia 
pewnej minimalnej odległości od niego. Odległość ta jest tym mniejsza, im mniejsza 
jest powierzchnia rzutu fragmentu na płaszczynę prostopadłą do osi wrzeciona. 
Ponieważ ruch w kierunku do bieguna powodowany jest działaniem siły P ge
nerowanej z udziałem kinetochoru, minimalna odległość fragmentu od bieguna 
jest tą odległością, przy której siła skierowana do bieguna równoważy się z siłami 
działającymi w przeciwnym kierunku. Wynika stąd, że te ostatnie siły wzrastają 
ze zmniejszaniem się odległości od bieguna, a również wzrastają z rozmiarem rzutu 
powierzchni fragmentu prostopadle do MT wrzeciona [67]. Siły takie nazywamy 
siłami wypychania biegunowego {polar ejection forces) (artykuły przeglądowe 
[66,68]). Liczba mnoga pochodzi prawdopodobnie stąd, że wypychanie zachodzi 
nie w jednym punkcie chromosomu, ale na całej jego powierzchni z wyjątkiem 
kinetochoru.

Wielkość omawianych sił jest skorelowana z gęstością MT biegunowych w danym 
miejscu wrzeciona [5] i spada do zera, gdy komórka poddana jest działaniu trucizn 
powodujących depolimeryzację MT (colcemid, nocodazol) lub stabilizację MT (ta- 
xol). Źródłem sił wypychania biegunowego może więc być nacisk rosnących MT. 
Istnieją jednak podstawy do tego, aby brać pod uwagę możliwość, że kinezyno- 
podobne białka, przyczepione do powierzchni ramion chromosomów, oddziałując 
z MT niekinetochorowymi, generują siły skierowane ku dodatnim końcom MT 
[76].

Chromosomy osiągają metafazowy układ również w monopolamych wrzecionach 
[40]. Najlepiej uzasadniony pogląd tłumaczący zachowanie się chromosomów w
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monopolamym wrzecionie oparty jest na zasadzie przeciwstawnego działania sił 
wypychania biegunowego oraz siły P działającej na kinetochor [67]. Należy jednak 
mieć na uwadze to, że siła P w monopolamym wrzecionie może osiągać tylko 
nieznaczną wielkość, w związku z czym w bilansie wypadkowej siły wpływającej 
na ruch chromosomów liczą się nawet bardzo małe siły AP. Z badań nad mono- 
polamymi wrzecionami zarodka jeżowca, w których zastosowano nocodazol jako 
czynnik powodujący depolimeryzację niekinetochorowych MT wynika, że siły wy
pychania biegunowego generowane przez nacisk rosnących niekinetochorowych 
MT nie odgrywają roli dla położenia chromosomów w metafazie. Natomiast taxol 
oraz D 0 2-czynniki stymulujące polimeryzację tubuliny -  powodowały zwiększenie 
odległości płytki metafazowej od bieguna [35]. Wskazuje to, że w monopolamym 
wrzecionie siła generowana w związku z polimeryzacją tubuliny na końcach plus 
kMT ma znaczenie dla ruchu AP kinetochoru. Zapewne jest to bardzo słaba siła, 
może ona jednak odgrywać rolę w mchach chromosomów, gdy brak dużych sił 
przeciwnie skierowanych, jakie występują w bipolarnie połączonej parze kineto
chorów.

Siły rozsuw ające bieguny w rzeciona

W poprzedniej części wskazano, że siły generowane w parze kinetochorów z 
udziałem kMT w kiemnku ich końców ujemnych mogą osiągać stosunkowo dużą 
wielkość. Siły te, gdy działają, muszą przenosić się poprzez kMT na bieguny wrze
ciona (prawo reakcji) usiłując zbliżyć je do siebie [21]. Istotnie, od dawna wiadomo 
było o istnieniu sił działających na bieguny do wewnątrz wrzeciona, na tej podstawie, 
że wrzeciono ulegało skracaniu się, gdy MT przyłączały się do kinetochorów. Siły 
te muszą być kompensowane przez siły działające na bieguny w kiemnku prze
ciwnym.

Dane eksperymentalne wskazują na istnienie dwu mechanizmów rozsuwania 
biegunów uformowanego wrzeciona: rozpychanie [29] i ciągnięcie biegunów [1].

Jeden z pierwszych dowodów na działanie sił ciągnących bieguny w anafazie 
B pochodzi z obserwacji, że u Fusarium szybkość rozsuwania biegunów wzrasta, 
gdy uszkadza się centralną część wrzeciona za pomocą mikrochimrgii laserowej 
[1]. Podobne wyniki uzyskano w doświadczeniach nad komórkami ssaków [2]. 
W komórkach płuca traszki, w hodowli in vitro, bieguny wrzeciona kontynuują 
rozsuwanie się, gdy ich niekinetochorowe MT już nie zachodzą antyrównoległymi 
końcami [78]. Siły ciągnące bieguny, a generowane z udziałem MT, kinezyny i 
dyneiny (i podobnych im białek) odgrywają podstawową rolę w orientacji wrzeciona 
mitotycznego [76], a tym samym w orientacji podziałów komórkowych.

Na istnienie sił rozpychających bieguny wskazują eksperymenty z izolowanymi 
wrzecionami okrzemek i drożdży, w których udało się reaktywować wydłużanie, 
mimo że nie byłoM T astralnych [13,46]. W generowaniu sił rozpychających bieguny
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ważną role odgrywają MT zachodzące antyrównolegle między siebie. Świadczy 
o tym dobitnie znany eksperyment Leslie i Pickett-Heapsa [41] na wrzecionach 
okrzemki, gdzie kinetochorowe i niekinetochorowe MT są przestrzennie rozdzielone; 
naświetlenie strefy zajętej przez MT niekinetochorowe wiązką światła ultrafiole
towego powodowało zapadanie się wrzeciona.

Trójwymiarowe rekonstrukcje wrzeciona na podstawie badań elektronowo-mi- 
kroskopowych drożdży [16], komórek PTK [45] i okrzemek [50] pokazują, że 
w czasie oddalania się biegunów w anafazie B skróceniu ulega region zachodzenia 
pomiędzy siebie MT niekinetochorowych. Interpretowane jest to jako skutek dzia
łania sił generowanych w tym regionie z udziałem białka motorycznego typu ki- 
nezyny. Białka takie poznano na podstawie badań mutantów. Ogon takiego białka 
przyczepia się do MT, zaś motoryczna „głowa” oddziałując z przeciwnie skierowaną 
MT powoduje przesuwanie się końców dodatnich ku sobie [20].

CZEMU SŁUŻY GENEROWANIE DUŻYCH SIŁ 
W KINETOCHORACH; NAPRĘŻENIA MECHANICZNE 

WYWOŁYWANE TYMI SIŁAMI

Generowanie dużych sił we wczesnej anafazie może być uzasadnione na podstawie 
mechanizmu rozdzielania zaplecionych chromatyd. Do rozdzielenia takich chromatyd 
konieczne jest przerwanie jednej z podwójnej helis DNA, a następnie połączenie 
nowoutworzonych końców. Taki proces umożliwia topoizomeraza DNA typu II 
(topo II) [44,30] we wczesnej anafazie, gdy siostrzane chromatydy (stające się 
chromosomami) są przesuwane do przeciwnych biegunów wrzeciona. Zachodzi 
wtedy sprzężenie działalności topo II i ruchów chromosomów, w którym:

(a) lokalna prędkość „przenikania” helis z udziałem topo II powinna być nie 
mniejsza niż prędkość przesuwania się jednej chromatydy względem drugiej w 
anafazie, bowiem siła Fmax, która przewyższa siłę zdolną rozerwać podwójną helisę, 
powodowałaby mechaniczne rozrywanie DNA, gdyby topo II nie nadążała w li
kwidacji naprężenia w helisach [17];

(b) siła potrzebna do rozdzielenia dwu chromatyd z udziałem topo II, równa 
iloczynowi liczby zapleceń i siły potrzebnej do likwidacji pojedyńczego zaplecenia, 
jest bliska F„,ax [36].

Zapewne jest wiele racji w takim uzasadnieniu generowania dużych sił przez 
kinetochory, ale, wydaje się, że nie jest to pełne wyjaśnienie.

Jak już wspomniano, istnieją bezpośrednie dowody eksperymentalne na to, że 
równie duże siły, jak Fmax zmierzone na początku anafazy, generowane są również 
wcześniej w mitozie, gdy nie dochodzi jeszcze do likwidacji zaplecenia podwójnych 
helis DNA. Mamy aktualnie dobre eksperymentalne podstawy do twierdzenia, że
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te duże siły generowane przez kinetochory, a przeciwnie skierowane pełnią inne 
jeszcze funkcje niż tylko likwidowanie zaplecenia helis DNA z udziałem topo 
II, wywołują naprężenie rozciągające w parach kinetochorów i w więzach łączących 
te pary, które zmienia chemizm kinetochorów.

Jeżeli tak duże siły jak Fmax działają na siostrzane (względnie homologiczne) 
kinetochory w kierunkach P, a kinetochory są ze sobą połączone, to przeciwnie 
skierowane siły ulegają kompensacji powodując powstanie naprężania rozciągają
cego w kinetochorach i włóknach kinetochorowych. Wiemy, że aż do anafazy, 
kinetochory połączone są kohezyjnie w centromerze, zaś po zaniku kohezji, istnieje 
jeszcze przez jakiś czas w anafazie połączenie zaplecionymi ramionami chromatyd. 
Motory kinetochorowe działają na podobieństwo czołgów poruszających się w prze
ciwnych kierunkach, ale zaczepionych między sobą. Nicklas i Koch [59] jako pierwsi 
zaczęli badać naprężenie rozciągające we wrzecionie mitotycznym i jego rolę w 
rozdzielaniu chromosomów.

Wyróżniamy naprężenia normalne, wywoływane przez siły prostopadłe do roz
ważanej powierzchni, i naprężenia ścinające, w których siły są styczne. Dalsze 
rozważania dotyczyć będą wyłącznie naprężeń normalnych. Są dwa rodzaje tych 
naprężeń: rozciągające i ściskające. Siły wywołujące naprężenie przedstawiamy 
jako dwie siły równe co do wielkości, ale skierowane przeciwnie od siebie -  w 
przypadku naprężenia rozciągającego -  lub do siebie -  w przypadku naprężenia

ściskającego (rys. 5). Jeżeli jedną 
z sił potraktujemy jako siłę re
akcji, to druga siła jest siłą roz
ciągającą albo ściskającą. Jeżeli 
na ciało swobodne, znajdujące się 
w ośrodku lepkim, działają dwie 
siły przeciwnie skierowane, ale 
przyłożone do dwu punktów ciała 
tak, że nie leżą na jednej linii, 
to ciało najpierw doznaje obrotu, 
dopóki siły nie znajdą się na jed
nej linii, a następnie pojawia się 
naprężenie rozciągające lub ści
skające. Jeżeli te dwie siły nie są 
równe co do wielkości, to siła na
prężenia równa jest mniejszej z 
dwu sił, zaś różnica określa pręd
kość ruchu ciała w ośrodku (rys. 
5).

Niemal zawsze na chromosom 
względnie biwalent działają siły

RYSUNEK 5. Schemat ilustrujący siły wywołujące naprę
żenia: a -  siły ściskające, b -  siły rozciągające, c -  siły 
działające na parę kinetochorów, z podziałem na siły rozcią

gające (ci) i powodujące ruch (C2)
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mitotyczne skierowane w przeciwnych kierunkach. Przede wszystkim są to sto
sunkowo duże siły P generowane w kinetochorach wywołujące w bipolarnie zo
rientowanej parze kinetochorów naprężenie rozciągające. Gros tych sił kompensuje 
się tworząc naprężenie rozciągające w kinetochorach, a tylko mała część, równa 
różnicy wielkości sił, niekiedy zero, porusza parę kinetochorów. Na ruch takiej 
pary mogą mieć wpływ dodatkowe słabe siły, takie jak siły wypychania biegunowego, 
które wzajemnie kompensują się tylko w pobliżu płaszczyzny równikowej. W bi
polarnej orientacji, maksimum naprężenia w kinetochorach wystąpi wtedy, gdy 
zostanie przyłączona pełna liczba mikrotubul; jest to stan charakteryzujący metafazę 
albo wczesną anafazę.

W monopolamej orientacji, przeciwnie skierowane siły nie mogą osiągnąć zna
cznych wielkości, bowiem jedna z sił -  siła wypychania biegunowego -  jest sto
sunkowo słaba. Gdy w profazie jeden kinetochor przyłączy pierwszą mikrotubulę 
i chromosom zaczyna przesuwać się ku biegunowi, działa również przeciwnie skie
rowana siła wypychania polarnego. Ponieważ wypadkowa sił wypychania na ogół 
przyłożona jest do punktu poza kinetochorem, chromosom doznaje najpierw obrotu. 
Siła rozciągania jest równa sile wypychania biegunowego, gdy monopolamie przy
łączony chromosom porusza się ku biegunowi (siła wypychania jest wtedy tą mniejszą 
siłą określającą naprężenie), albo jest równa sile P, gdy chromosom porusza się 
ku równikowi. Nie wiemy jednak, jak wielka jest siła P w monopolamej orientacji 
w profazie z udziałem jednej MT w kinetochorze. Prawdopodobnie jest mniejsza 
niż Fmax przypadająca na jedną MT na początku anafazy.

KINETOCHORY SĄ WRAŻLIWE NA NAPRĘŻENIE, 
A ICH NAPRĘŻENIE KONTROLUJE METAFAZOWY 

PUNKT KONTROLNY CYKLU KOMÓRKOWEGO

Od dawna wiadomo, że przejście od metafazy do anafazy następuje wtedy, gdy 
wszystkie pary kinetochorów są przyłączone bipolarnie, co normalnie wyraża się 
symetrycznym układem par względem płaszczyzny równikowej [11,81]. Nawet po
jedynczy chromosom opóźnia anafazę tak długo, jak długo jest przyłączony do 
jednego tylko bieguna [69,75]. Istnieje punkt kontrolny cyklu mitotycznego blokujący 
przejście do anafazy, zwany spindle assembly checkpoint [53] albo chromosome 
distribution checkpoint [43]. W niniejszym artykule będzie on nazywany meta- 
fazowym punktem kontrolnym, co jednak nie powinno sugerować, że jest to jedyny 
z punktów kontrolnych w metafazie. Metafazowy punkt kontrolny blokuje przejście 
do anafazy A, gdy brak właściwego przyłączenia do wrzeciona, czy li jest aktywowany 
negatywnie [22]. Na jakiej zasadzie sprawdzane jest właściwe przyłączenie chro
mosomów do wrzeciona?
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Zauważmy najpierw, że tylko w kinetochorach zorientowanych bipolarnie mogą 
być generowane duże siły bez szybkich ruchów. W tej orientacji duże siły powodują 
duże naprężenie rozciągające w parze kinetochorów. Natomiast w przypadku mo- 
nopolarnej orientacji, duże naprężenie nie może wystąpić. Zatem orientacja ki
netochorów może być sprawdzana i korygowana na zasadzie naprężenia. Jeżeli 
występuje duże naprężenie (w sytuacji, gdy kinetochory są zdolne generować duże 
siły P), to orientacja jest bipolarna. Jeżeli dużego naprężenia nie ma, powinna 
nastąpić korekcja orientacji.

Wysunięto hipotezę, że metafazowy punkt kontrolny sygnalizowany jest ne
gatywnie przez brak naprężenia w kinetochorach (brak naprężenia —> nie ma przejścia 
do anafazy) [49,69]. Tę hipotezę potwierdzono eksperymentalnie, zastępując mi- 
totyczne siły siłą przyłożoną za pomocą igły sterowanej mikromanipulatorem. Mia
nowicie, w spermatocytach u modliszki, trzy chromosomy płciowe normalnie 
koniugują tworząc triwalent, w którym środkowy chromosom Y połączony jest 
z jednym biegunem, a dwa chromosomy X z drugim biegunem. Niekiedy tworzy 
się biwalent i uniwalent (ten ostatni połączony tylko z jednym biegunem). Taki 
uniwalent powoduje znaczne opóźnienie przejścia w anafazę. Jednak jeżeli uniwalent 
zostanie przytrzymany igłą, aby wywołać w nim naprężenie roziągające, anafaza 
następuje bez zwłoki; naprężenie sygnalizuje do punktu kontrolnego, że anafaza 
może się zaczynać [42]. W jaki sposób?

Kilka rodzajów danych eksperymentalnych wskazuje, że defosforylacja białek 
kinetochoru ma istotne znaczenie dla metafazowego punktu kontrolnego. Niektóre 
mutanty grzybów i muszki owocowej z zaburzoną aktywnością fosfatazy chara
kteryzują się zatrzymywaniem cyklu komórkowego w metafazie. Komórki ssaków 
wykazują zaburzenia przebiegu mitozy pod wpływem kwasu okadaiowego, który 
jest inhibitorem fosfatazy.

Gorbsky i Riketts [23] zidentyfikowali w komórkach ssaków (kultura Ptkl) 
różnice w fosforylacji kinetochorów, w różnych stadiach kongresji, stosując prze
ciwciało 3F3 [14]. Przeciwciało to rozpoznaje pewne białka kinetochoru (jak również 
inne białka), gdy są one ufosforylowane. Białka kinetochorowe przed kongresją 
są wykrywalne za pomocą 3F3 znakowanego fluorochromem, dając wyraźne świe
cenie w mikroskopie fluorescencyjnym. Natomiast kinetochory, które zakończyły 
kongresję, nie wiążą przeciwciała. Jednak kinetochory chromosomów „zagubionych” 
w kongresji (powodujących przedłużanie metafazy) wiążą przeciwciało. Wynika 
z tego, że przed kongresją białka kinetochorowe są ufosforylowane, zaś w trakcie 
kongresji ulegają defosforylacji [23].

Chromosomy, których kinetochory siostrzanych chromatyd są połączone tylko 
z jednym biegunem, dają reakcję immunochemiczną z 3F3, a zarazem blokują 
przejście do anafazy. Taki stan trwa, dopóki nie nastąpi korekcja orientacji ki
netochorów [22]. Jeżeli jednak przed korekcją wstrzyknięte zostaną do komórki
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przeciwciała 3F3, przejście do anafazy nie nastąpi, z czego wynika, że białka ki- 
netochorów, inaktywowane przeciwciałami, tracą zdolność defosforylacji [12].

Nicklas i wsp. [62] zastosowali mikromanipulację i immuno-barwienie przy po
mocy 3F3, aby zbadać, w jaki sposób przyczepianie kinetochorów do wrzeciona 
wpływa na fosforylację białka kinetochorowego. Badania przeprowadzili na sper- 
matocytach konika polnego, które w czasie pierwszego podziału mejotycznego wy
stępują w grupach po 64 komórek, zachowujących się synchronicznie. Mimo że 
synchroniczność nie jest doskonała, łatwo wykryć efekt mikromanipulacji na mani
pulowanej komórce, porównując tę komórkę z dostatecznie dużą liczbą komórek 
stanowiących kontrolę. Mikromanipulacja polegała na odłączaniu biwalentu od bie
gunów wrzeciona. Ponieważ kinetochory szybko przyłączają na powrót MT wrze
ciona, odłączanie było co jakiś czas powtarzane. W rezultacie manipulowany 
biwalent, mimo że średnio w czasie mógł być połączony z jednym albo nawet 
z dwoma biegunami nielicznymi MT, pozostawał bez naprężenia. Gdy stan taki 
wywoływano na 8,6 min (średnio) lub krócej, przed wstąpieniem komórek w anafazę, 
zwłoki w anafazie nie było. Jeżeli wywoływano go wcześniej, zwłoka była bardzo 
długa. Oznacza to, żebrak przyłączenia musi trwać średnio 8,6 min, aby powodowany 
nim sygnał zadziałał blokująco na metafazowy punkt kontrolny. Przeprowadzono 
również immuno-barwienie kinetochorów stosując 3F3 sprzężony z fluorochromem. 
Odczepione kinetochory wykazywały silną fluorescencję wtedy, gdy kinetochory 
niemanipulowanych biwalentów już nie świeciły. Z wcześniejszych badań [23] wia
domo było, że zanik fluorescencji spowodowany jest defosforylacją białek kine
tochorów . Aby sprawdzić, czy defosforylacja jest odwracalna, odczepiano 
chromosomy, które osiągnęły stan metafazowy (diakineza), a których kinetochory 
przed odczepieniem były defosforylowane (rys. 6 A). Po co najmniej 5 minutach 
od odczepienia, a zawsze po 10 minutach następowała refosforylacja, czyli me- 
tafazowa defosforylacja jest odwracalna (rys. 6 B). Aby zbadać znaczenie naprężenia 
dla defosforylacji, odczepiano od wrzeciona biwalent w momencie, gdy uzyskał 
stan metafazowy. Igiełką manipulatora przytrzymywano go przez 10 minut tak, 
aby oba kinetochory były blisko jednego bieguna, co powodowało ich przyłączenie 
się do MT z tego bieguna (monopolama orientacja) (rys. 6 C). Następnie taki 
biwalent wprowadzano w stan naprężenia odciągając go igłą od bieguna, z którym 
był połączony (rys. 6 D). Po 6 minutach trwania tego stanu następowała defosforylacja 
białek kinetochorów naciąganego biwalentu, podczas gdy w nienaciąganych ki- 
netochorach w monopolamej orientacji białka były ufosforylowane. Stanowi to bez
pośredni dowód na to, że czynnikiem wywołującym defosforylację jest naprężenie 
kinetochorów [62].

W spermatocytach konika polnego występuje pojedynczy chromosom płciowy 
X. Chromosom ten w mejozie-I przyłącza się do jednego tylko bieguna, a więc 
jego kinetochor pozostaje nienaprężony, a mimo to nie hamuje on przejścia do 
anafazy. Okazuje się, że białka kinetochorowe tego chromosomu są stale defo-
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RYSUNEK 6. Schemat eksperymentu Nicklas i wsp. (62) z mikromanipulacją i barwieniem kinetochorów 
za pomocą 3F3 w spermatocytach konika polnego: A -  biwalent tuż przed anafazą, kinetochory nie wiążą 
3F3 (ich białka uległy defosforylacji), co zaznaczono niewypełnieniem elips symbolizujących kinetocho
ry; B -  biwalent odłączony mikrochirurgicznie od biegunów wrzeciona, kinetochory wiążą 3F3 (białka 
ponownie ufosforylowane), co zaznaczono wypełnieniem elips symbolizujących kinetochory; C -  biwa
lent przysunięty igiełką mikromanipulatora do jednego z biegunów, tak że oba kinetochory przyłączają 
mikrotubule z tego bieguna (połączenie monopolarne); białka kinetochoru ufosforylowane; D -  biwalent 
jak w C, ale naciągany igłą mikromanipulatora w kierunku od bieguna (strzałka), białka defosforylowane

sforylowane, nic więc dziwnego, że chromosom X nie jest dostrzegany przez me- 
tafazowy punkt kontrolny [62].

Podobne mikromanipulacyjne i immunocytochemiczne badania jak na sper
matocytach konika polnego przeprowadzono na spermatocytach modliszki [43], 
o których wiadomo było z wcześniejszych badań [42], że metafazowy punkt kontrolny 
przejścia do anafazy jest wrażliwy na naprężenie kinetochorów. Potwierdzono wnio
sek, że naprężenie przyłożone igłą mikromanipulatora powoduje defosforylację 
białek kinetochorowych [43,58].

Jak już wspomniano, w spermatocytach modliszki występują trzy chromosomy 
płciowe 2X + Y. Tworzą one triwalent, w którym Y znajduje sie w środku i 
jest połączony z jednym biegunem, zaś dwa chromosomy X są połączone z drugim 
biegunem. U modliszki białka kinetochorów z chromosomów płciowych są w 
profazie ufosforylowane (inaczej niż u konika polnego). W metafazie, w triwalencie 
prawidłowo zaczepionym we wrzecionie, kinetochory są defosforylowane. Niekiedy 
jednak zdarza się, że jeden z chromosomów X występuje jako uniwalent i jego 
kinetochor pozostaje ufosforylowany, mimo że stan pozostałych chromosomów jest 
normalny dla metafazy. Wtedy przejście do anafazy jest zablokowane [42]. Takie 
przypadki stanowią naturalny eksperyment, w którym brak naprężenia w kine- 
tochorze i spowodowany tym brak defosforylacji, stanowi negatywny sygnał dla 
metafazowego punktu kontrolnego.
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NAPRĘŻENIE STANOWI CZYNNIK SELEKCJI 
DOKONUJĄCYCH SIĘ LOSOWO PRZYŁĄCZEŃ 

MIKROTUBUL DO PARY KINETOCHORÓW

Przyłączanie MT do kinetochoru jest losowe; następuje, gdy MT znajdzie się 
w pobliżu kinetochoru [25, 48, 61].

Nicklas i Ward [61] badali przyłączanie biwalentów w spermatocytach konika 
polnego stosując mikroskopię polaryzacyjną, video z filtrowaniem numerycznym 
oraz mikromanipulacje. Biwalent w spermatocytach konika polnego był odczepiany 
od wrzeciona i umieszczany w wybranym miejscu. Kinetochory odczepionego bi- 
walentu nie miały początkowo połączeń z MT [60], tworzyły jednak nowe połączenia. 
Jeżeli biwalent w kształcie litery U (uzyskanym przy pomocy igły manipulatora) 
z kinetochorami na końcach U (z chiazmami w części środkowej) był umieszczany 
w pobliżu bieguna, tak aby kinetochory były do niego zwrócone, to przyłączał 
MT z tegoż bieguna obu kinetochorami (monopolarne połączenie). Takie przyłączenie 
było nietrwałe. Jeżeli jednak w monopolamie połączonym biwalencie wywołano 
naprężenie odciągając biwalent igłą mikromanipulatora od bieguna i naprężenie 
to było symetryczne względem obu kinetochorów, to monopolarne połączenie po
zostawało trwałe tak długo, jak długo biwalent był naprężony (rys. 7 A). Bezpośrednio 
po zwolnieniu naprężenia połączenie było monopolarne, ale o pewnym czasie jeden 
z kinetochorów był przyłączony do MT z drugiego bieguna. Oznacza to, że w 
tym czasie musiało nastąpić zwolnienie poprzedniego przyłączenia i utworzenie 
nowego. Jeżeli przyłożone naprężenie było silnie asymetryczne (ze względu na 
umieszczenie igły i kierunek pociągania, rys. 7 B), to słabo naciągany kinetochor 
tracił poprzednie przyłączenie i tworzył nowe z MT drugiego bieguna jeszcze w 
trakcie naprężania, zaś silniej naprężony kinetochor trwał w pierwotnym przy
łączeniu (rys. 7 C) [4,61]. Nie ulega więc wątpliwości, że występuje nie tylko 
przyłączanie kinetochorów do MT, ale również proces odwrotny oraz że naprężenie 
stabilizuje przyłączenie.

Kinetochor nie ma żadnej predyspozycji do MT z któregoś z biegunów. Świadczą 
o tym wspomniane już badania nad zachowaniem się fragmentów chromosomów, 
z których każdy ma tylko jeden kinetochor [38]. Taki pojedynczy kinetochor jest 
ostatecznie przyłączony do dwu wiązek MT, każda z innego bieguna, przy czym 
końce MT z obu wiązek nie są poprzyczepiane do kinetochoru na chybił-trafił, 
ale tworzą dwie oddzielne domeny na powierzchni kinetochoru (rys. 4 E) [38]. 
Trudno wyobrazić sobie, że te domeny mogły utworzyć się inaczej jak na zasadzie 
losowego przyłączania MT z obu biegunów i odłączania selekcjonowanego na 
tej zasadzie, że przyłączenie zwiększające naprężenie rozciągające było trwalsze.

Jak już o tym była mowa, chromosom, którego kinetochor przyłączy w profazie 
pierwszą MT, przesuwa się w kierunku bieguna ze stosunkowo dużą prędkością.
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RYSUNEK 7. Schemat eksperymentu Nicklas i Warda [61] z zastosowaniem mikromanipulacji do 
biwalentu w spermatocytach konika polnego i sprawdzaniem trwałości połączenia: A -  biwalent w 
połączeniu monopolarnym naciągany igiełką w kierunku od bieguna (połączenie trwałe w czasie nacią
gania); B -  jak w A, ale z asymetrią naciągania; słabiej naciągnięty kinetochor (x) odłącza się od bieguna, 

z którym był pierwotnie połączony i przyłącza się do drugiego bieguna

Z poprzednich rozważań wynika, że jest to możliwe z punktu widzenia wielkości 
siły P generowanej w oddziaływaniu kinetochoru z pojedynczą MT. Duża prędkość 
jest wtedy tym bardziej możliwa, bowiem kinetochor jest przyłączony do boku 
MT i ruch kinetochoru nie jest ograniczany szybkością depolimeryzacji MT, jak 
to ma miejsce, gdy końce MT znajdują się w kinetochorze. Chromosom po przy
łączeniu pierwszej MT zatrzymuje się przed dotarciem do bieguna, bowiem sile 
P generowanej w kinetochorze przeciwstawiają się siły wypychania polarnego. W 
miarę, jak chromosom zbliża się do bieguna, siła ta rośnie i chromosom musi 
zatrzymać się, co oznacza, że siły wypychania biegunowego dorównują sile P. 
Wynika stąd, że mimo monopolamej orientacji w kinetochorze może powstać pewne 
naprężenie rozciągające. To naprężenie może stabilizować monopolarne przyłączenie 
pierwszej MT do kinetochoru. Drugi kinetochor danej pary skierowany jest wtedy 
ku biegunowi przeciwnemu. Istnieje więc duża szansa, że przyczepi on MT z tego 
bieguna. Gdy to nastąpi, kinetochory rozważanego chromosomu są w początkowym 
połączeniu bipolarnym. Prawdopodobieństwo przyłączenia dalszych MT, tak że 
ta początkowa bipolarna orientacja ulega wzmocnieniu, jest zwiększone przez po
stępującą kondensację chromatyny. Skracaniu się ramion chromosomów towarzyszy 
pogłębianie się centromerowego przewężenia, które zmniejsza kąt widzenia kine
tochoru; zagłębienie centromerowe z kinetochorem na dnie jest otwarte od strony 
jednego tylko bieguna i ptzyłączane MT pochodzą głównie z tego bieguna [61,59].
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EFEKTY STRESU OKSYDACYJNEGO U DROŻDŻY
SACCHAROMYCES CEREVIS1AE

TH E EFFECTS OF OX ID ATIV E STRESS ON YEAST 
SAC CH ARO M YCES CEREVISIAE

Witold JAKUBOWSKI 

Katedra Biofizyki Molekularnej Uniwersytetu Łódzkiego

Streszczenie. Drożdże Saccharomyces cerevisiae, podobnie jak inne organizmy wykorzystujące tlen w 
procesach metabolicznych, narażone są na niekorzystne działanie ubocznych produktów tych reakcji -  
reaktywnych form tlenu (RFT). W mechanizmach ochronnych przed skutkami wzmożonego powstawa
nia RFT, które określa się jako stres oksydacyjny, wyodrębnia się dwie linie obrony -  nieenzymatyczną 
i enzymatyczną. W pierwszej linii główną rolę odgrywa glutation, natomiast w drugiej wyróżnić można 
dwie grupy: enzymy wykorzystujące glutation (peroksydaza glutationowa, reduktaza glutationowa i 
transferaza glutationowa) oraz enzymy nie związane z tym trójpeptydem (dysmutaza i katalaza). RFT w 
komórce oddziałują na szereg czynników transkrypcyjnych, które powodują wzmożoną syntezę enzy
mów zapobiegających niszczącemu działaniu reakcji wolnorodnikowych. Stałej obecności RFT w 
komórce towarzyszy podwyższenie progu toksyczności powstające w wyniku reakcji adaptacyjnej. U 
drożdży taka adaptacja do stresu oksydacyjnego następuje również w wyniku działania innych rodzajów 
stresów -  termicznego i osmotycznego oraz podczas przejścia komórek w fazę stacjonarną.

Słowa kluczowe: drożdże, S. cerevisiae, stres oksydacyjny, reaktywne formy tlenu.

Summary: Baker’s yeast Saccharomyces cerevisiae, as many other organisms depending on oxygen in 
their metabolic processes, are exposed to noxious action of side products of those reactions -  reactive 
oxygen species (ROS). T wo ways of defence against the effects of intensive production of ROS (so called 
oxidative stress) are distinguished: enzymatic and nonenzymatic. Glutathione plays the main role in the 
nonenzymatic path defence. ROS affect a number of transcription factors, which results in increased 
synthesis of enzymes preventing from destructive action of oxygen metabolites. The permanent presence 
of ROS in a cell is accompanied by increased tolerance which is a result of adaptation. The adaptation 
to the oxidative stress in baker’s yeast may also be the effect of other kinds of stress: heat or osmotic 
shock or entering the stationary phase.

Key word: yeast, S. cerevisiae, oxidative stress, reactive oxygen species.
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WSTĘP

Tlen jest doskonałym przykładem substancji mającej podwójne zarówno dodatnie, 
jak i negatywne działanie na żywe organizmy. Tlen jest niezbędny do życia or
ganizmów wykorzystujących go w procesie oddychania, jednakże podczas tego 
procesu wytwarzane są substancje szkodliwe, które reagując niespecyficznie ze 
składnikami komórki powodują powstawanie uszkodzeń. Odpowiedzialne za te pro
cesy są tzw. reaktywne formy tlenu -  RFT (ang. reactive oxygen species -  ROS), 
do których zalicza się: anionorodnik ponadtlenkowy (0 9*), nadtlenek wodoru (H90 ?) 
oraz rodnik wodorotlenowy (OH*) (tab. 1). Dodatkowo mogą tworzyć się nadtlenki 
różnych innych substancji, np. nadtlenki lipidowe (LOO*). Ich pochodzenie jest 
zarówno egzogenne, jak i endogenne. Wewnątrz komórki mogą one powstawać 
wskutek zewnętrznych czynników fizycznych: promieniowania jonizującego i ultra
fioletowego, a także ultradźwięków. Szereg związków chemicznych, np. parakwat, 
menadion czy ozon, uczestniczy w reakcjach wytwarzających RFT (rys. 1).

Organizmy żywe wytwarzają reaktywne formy tlenu także podczas przemian 
fizjologicznych. Głównym źródłem RFT w komórce, powstających jako metabolity, 
są mitochondria. Zużywają one około 90% całego tlenu wykorzystywanego w ko
mórce, z czego 1- 2% podlega przemianie do reaktywnych form tlenu (tzw. przeciek 
jednoelektronowy) [61]. Niepoślednią rolę w wytwarzaniu RFT odgrywają reakcje 
autooksydacji, w tym reakcja samoutlenienia oksyhemoglobiny (reakcja I) [13].

H b F e(II)02 ->  HbFe(III)02~* HbFe(III) + O2“' (I)

Także steroidogeneza i (3-oksydacja kwasów tłuszczowych może prowadzić do 
powstawania aktywnych form tlenu. W rezultacie wszystkie organizmy aerobiotyczne 
są w sposób ciągły wystawione na działanie RFT. Stres oksydacyjny wiąże się 
z uszkodzeniami struktur komórkowych: peroksydacją lipidów w błonach, zmianami

w białkach prowadzącymi do utraty fun
kcji biologicznych, rozkładem cukrów 
i niszczeniem struktury kwasów nuklei
nowych [67].

Obecnie wiele procesów niekorzyst
nych dla organizmów żywych: starzenie 
się, programowaną śmierć komórki, po
wstawanie komórek nowotworowych, 
chorobę Alzheimera, artretyzm, choroby 
serca, jak również toksyczność leków 
tłumaczy się reakcjami wolnorodniko- 
wymi [4, 14, 32, 39, 57]. Organizmy, 
siłą rzeczy, wykształciły szereg mecha-

TABELA 1. Wybór najważniejszych 
reaktywnych form tlenu

Nazwa Struktura

Anionorodnik ponadtlenkowy 0 2*
Nadtlenek wodoru H2O2
Rodnik wodorotlenowy OH'
Rodnik wodoronadtlenowy OH'2
Ozon 0 3
Tlenek azotu NO'
Nadtlenoazotyn 0 = N -0 0 ~
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RYSUNEK 1. Struktury menadionu i parakwatu -  najczęściej używanych związków generujących
anionorodnik ponadtlenkowy

nizmów obronnych przed toksycznym działaniem RFT. Pośród nich można wyróżnić 
enzymy, takie jak: dysmutaza ponadtlenkowa, katalaza i peroksydaza glutationowa 
i systemy antyoksydacyjne, takie jak: tiole [1, 3, 6, 85], witaminy C i E [70, 
74]. Właściwości przeciwutleniające ma także część aminokwasów [3, 71].

Nie należy jednak zapominać, że RFT mogą odgrywać także pozytywną rolę. 
Ich wytwarzanie jest niezbędne podczas obronnych reakcji fagocytów. Aktywnie 
produkowane reaktywne formy tlenu niszczą pochłonięte mikroorganizmy, a proces 
wzmożonego powstawania RFT w fagocytach określa się jako wybuch oddechowy 
(ang. respiratory burst) [4, 8, 38, 46]. Zauważono również indukcję przez RFT 
genów, takich jak C-FOS, C-MYC,

C-JUN i (3-ACTIN, które kodują czynniki transkrypcyjne regulujące procesy 
życiowe komórki -  wzrost, różnicowanie i rozwój [2]. Niskie stężenia reaktywnych 
form tlenu mogą także odgrywać rolę przekaźnika drugiego rzędu u roślin [9].

W licznych badaniach nad skutkami stresu oksydacyjnego stosuje się bakterie 
gram ujemne-Escherichiacoli i Salmonella typhimurium [20,24]. W organizmach 
bakteryjnych H?0 2 powoduje aktywację czynnika transkrypcyjnego OxyR, odpo
wiedzialnego za ekspresję dziewięciu genów, których produkty wymagane są do 
obrony przed stresem oksydacyjnym wywoływanym przez H2CE [73]. U E. coli 
anionorodnik ponadtlenkowy dodatkowo wpływa przez oddziaływanie z produktami 
genów saxR i saxS [21] na wzmożoną ekspresję genów kodujących dysmutazę 
ponadtlenkową, dehydrogenazę glukozo-6-fosforanową i enzym naprawiający DNA 
-  endonukleazę IV [19].

W komórkach eukariotycznych w odpowiedzi na stres oksydacyjny obserwowana 
jest zwiększona produkcja szeregu enzymów: dysmutazy ponadtlenkowej, katalazy 
i peroksydazy glutationowej. Wykazano także akty wację niektórych czynników trans- 
krypcyjnych (np. NF-kB, kompleks Fos-Jun) [22, 66].
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Drożdże S. cerevisiae stanowią doskonały model dla badań regulacji genów 
w odpowiedzi na stres oksydacyjny. W odniesieniu do tych organizmów w prze
ciwieństwie do wyższych eukariontów, można łatwo stosować zarówno analizę 
genetyczną, jak i techniki biologii molekularnej. Szczególne znaczenie pod wzglę
dem dokładnej charakterystyki obrony przed stresem oksydacyjnym ma możliwość 
zastosowania szczepów defekty wnych względem jednego z elementów ochronnych 
[26]. Możliwe jest także wprowadzanie, przy użyciu wektorów, genów kodujących 
dodatkowe składniki linii obronnych przed skutkami oddziaływania z RFT, w tym 
także substancji nie występujących naturalnie w drożdżach [72].

OBRONA NIEENZYMATYCZNA

Systemy nieenzymatyczne chroniące komórkę przed stresem oksydacyjnym mają 
stosunkowo małą efektywność w porównaniu z enzymami opisanymi w następnym 
rozdziale. Zdecydowanie najlepiej poznanym i spełniający największą rolę jest glu- 
tation (GSH) [6, 19, 62]. Jest to trójpeptyd, y-glutamylo-cysteino-glicyna, po
wszechny praktycznie we wszystkich komórkach. W komórkach drożdży, podobnie 
jak w innych komórkach eukariotycznych, występuje on w wysokich stężeniach 
-  1-10 mmol/1. Funkcja, jaką spełnia w komórce, związana jest z obecnością wolnej 
grupy -SH w formie zredukowanej (GSH). Drugą występującą formą tego związku 
jest glutation utleniony (dwusulfid glutationu, GSSG), będący wynikiem reakcji 
redoks pomiędzy grupą tiolową a oksydantami. Utlenianie GSH może zachodzić 
nieenzymatycznie, chociaż w obecności peroksydazy glutationowej reakcja ta prze
biega znacznie efektywniej.

Glutation, będąc zmiataczem wolnych rodników, zapobiega powstawaniu usz
kodzeń wywołanych przez te reaktywne cząstki (reakcje II i III).

R ’ + GSH —> R-H + GS' (II)
GS* + GS' - a GSSG  (III)

Jeśli jednak takowe uszkodzenia powstaną i wytworzone zostaną wolne rodniki 
białek, glutation może doprowadzić do ich naprawy, ulegając przekształceniu do 
formy wolnorodnikowej (reakcje IV i V).

B-H  + OH’ —> B ’ + H2O (IV)
B ’ + GSH ->  B-H + G S' (V )

Niestety naprawa taka nie zawsze jest skuteczna, ponieważ w efekcie przyłączenia 
wodoru powstać może cząsteczka różniąca się stereochemicznie od cząsteczki wyj
ściowej.
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Kolejną bardzo ważną funkcją glutationu jest tworzenie S-koniugatów z różnego 
rodzaju ksenobiotykami, co prowadzi do ich inaktywacji i obniżenia toksyczności 
(poza nielicznymi wyjątkami, takimi jak menadion, którego koniugaty mają większą 
toksyczność [7]). W ten sposób, przez transport S-koniugatów glutationu mogą 
być usuwane związki szkodliwe dla komórek, w tym także związki indukujące 
powstawanie wolnych rodników [7, 60].

Synteza glutationu w komórkach drożdży, podobnie do wszystkich eukariontów, 
przebiega dwuetapowo [6]. Badania nad mutantami z zaburzoną w wyniku nie
doboru syntetazy y-glutamylocysteinowej (GSH1) biosyntezą glutationu pokazały 
znacznie wolniejszy wzrost zmodyfikowanych szczepów oraz dodatkowo ich nie
zdolność do wzrostu na niefermentowalnym źródle węgla, co oznacza niemożność 
prowadzenia przez te komórki efektywnego oddychania mitochondrialnego [44]. 
Sugeruje to znaczną rolę, jaką odgrywa glutation dla ochrony komórki przed RFT, 
w szczególności w mitochondrium, gdzie powstaje ich znaczna ilość. Należy przy 
tym pamiętać, że w mitochondrium znajduje się około 10% glutationu komórki, 
a całkowite utlenienie mitochondrialnego GSH może być niebezpieczne, gdyż błony 
mitochondrialne nie mają zdolności aktywnego transportu utlenionego glutationu, 
w przeciwieństwie do błony plazmatycznej [6].

Następną klasę antyoksydantów stanowią metalotioneiny. Są to małe białka 
bogate w reszty cysteinowe, lecz nie wytwarzające wewnętrznych mostków dwu- 
sulfidowych, mające zdolność do wiązania wielu różnorodnych jonów metali [33]. 
Metalotioneiny odgrywają więc rolę ochronną wiążąc jony metali ciężkich (kadm, 
rtęć), ale równocześnie są magazynami metali wykorzystywanych w procesach fi
zjologicznych (miedź, cynk). Wolne grupy -SH, a także obecność atomów metali 
pozwalają metalotioneinom na szybką reakcję z aktywnymi formami tlenu. Meta- 
lotioneina drożdży kodowana jest przez gen CUP1. Badania prowadzone na zmu
towanych szczepach nie wytwarzających Cu/ZnSOD pozwoliły potwierdzić rolę 
metalotioneiny jako przeciwutleniacza. Doświadczenia te pokazały nadekspresję 
metalotioneiny w komórkach niechronionych przez dysmutazę w stosunku do ko
mórek szczepu wyjściowego [75]. Stwierdzono również, że gen CUP1 jest akty
wowany przez ekspozycję komórek na promieniowanie jonizujące, a także na 
chemiczne czynniki powodujące powstawanie reaktywnych form tlenu, takich jak: 
parakwat, menadion, adriamycyna, bleomycyna, daunorubicyna, paracetamol [33, 
51].

OBRONA ENZYMATYCZNA

Komórkowa obrona przed skutkami wywołanymi przez reaktywne formy tlenu 
oparta jest na reakcjach enzymatycznych (tab. 3). W najlepiej przebadanych pod
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tym względem organizmach bakteryjnych Escherichia coli i Salmonella typhimurium 
obserwowano w obecności RFT wzmożoną syntezę ponad 30 białek głównie enzy
matycznych [16].

Z omówionym już glutationem związane są trzy enzymy: peroksydaza gluta- 
tionowa, reduktaza glutationowa i transferaza glutationowa [7, 19, 62]. Peroksydaza 
(E.C. 1.11.1.9) jest indukowana przez H90 2 i nadtlenki organiczne. Enzym ten 
zawiera selen i katalizuje reakcję powstawania dwusulfidu glutationowego (reakcja 
VI).

2 GSH + H2O2 GSSG + 2 H20  (VI)

Zwiększenie ilości tego enzymu można uznać za przystosowanie się komórek 
drożdży do warunków środowiska, następuje ono bowiem przy zmianie warunków 
hodowli z beztlenowych na tlenowe [27, 36]. U drożdży, u których za pomocą 
technik inżynierii genetycznej podniesiono poziom peroksydazy, wykazano zwię
kszenie oporności na RFT i związki indukujące stres oksydacyjny.

Enzymem współdziałającym z peroksydazą jest reduktaza glutationowa (E.C. 
1.6.4.2). Nie jest to enzym uczestniczący w bezpośredniej ochronie komórki przed 
RFT, ale odtwarzając zredukowaną formę glutationu (reakcja VII) jego działanie 
zwiększa potencjał obronny oraz zapobiega powstawaniu uszkodzeń białek w wyniku 
reakcji z GSSG.

G SSG  + N A D PH  + H+ 2 GSH + N A D P + (VII)

Pośrednio więc obrona przed RFT uzależniona jest także od enzymów produ
kujących NADPH -  dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej (E.C. 1.1.1.49) i dehy
drogenazy izocytrynianowej (E.C. 1.1.1.42). Należałoby jeszcze zaznaczyć, że 
traktowanie komórek S. cerevisiae subletalnymi stężeniami H90 ? powoduje zwię
kszoną produkcję reduktazy glutationowej i dehydrogenazy glukozo-6-fosforano- 
wej, co wskazuje na możliwość adaptacyjnego wzrostu ekspresji odpowiednich 
genów [36, 56]. Ostatnim enzymem bezpośrednio związanym z GSH jest transferaza 
glutationowa (E.C. 3.1.2.7) katalizująca sprzęganie glutationu z różnymi związkami 
elektrofilowymi (reakcja VIII).

R-X + GSH ->  R-SG + XH (VIII)

Produktem są S-koniugaty glutationu, o których była już mowa wcześniej.
Kolejnym białkiem wchodzącym w skład enzymatycznego systemu obrony przed 

RFT jest dysmutaza ponadtlenkowa (E.C. 1.15.1.1) (SOD -  ang. S u p e r o x i d e  d i s -  

m u t a s e ) .  Wyróżnić można, zależnie od atomu metalu znajdującego się w centrum 
aktywnym, kilka typów dysmutazy. Jest to grupa enzymów katalizujących reakcję 
dysmutacji anionorodnika ponadtlenkowego (reakcja IX).

http://rcin.org.pl



STRES OKSYDACYJNY U DROŻDŻY S. CEREVISIAE 435

O l’ + O l’ +  2H+ - »  H2O 2 +  0 2  (IX)

U drożdży zostały opisane dwa typy SOD. MnSOD, dysmutaza ponadtlenkowa 
zawierająca atom manganu, występuje w matriks mitochondrialnej i jest tetramerem 
podjednostek o masie cząsteczkowej około 20 kDa. Kodowana jest przez jądrowy 
gen SOD2. Proponowana dla niej rola to ochrona mitochondriów przed O-,*, ge
nerowanym podczas przepływu elektronów przez łańcuch oddechowy [87]. Dla 
MnSOD obserwowano również silną represję w obecności wysokich stężeń glukozy 
w pożywce (ponad 10%) [7, 31].

Cu/ZnSOD -  dysmutaza miedziowo-cynkowa występuje w cytoplazmie wszy
stkich organizmów eukariotycznych, a jej obecność stwierdzono także w peroksy- 
somach [30]. Jest to pierwszy odkryty enzym katalizujący reakcję z wolnymi 
rodnikami. Kodowany przez gen SOD1 enzym zbudowany jest z dwu podjednostek 
o masie cząsteczkowej 16 kDa. Każda z podjednostek zawiera 8 domen o strukturze 
(3 i spięta jest mostkiem dwusiarczkowym, w przeciwieństwie do MnSOD, która 
takich mostków nie ma.

Cu/ZnSOD jest głównym enzymem chroniącym komórkę przed anionorodnikami 
ponadtlenkowymi, a o jego doniosłości świadczą badania szczepów z defektem 
Cu/ZnSOD. Mutacje takie prowadzą do wzrostu wrażliwości komórek drożdży na 
warunki stresu oksydacyjnego, a wrażliwość ta jest większa niż w przypadku defektu 
genu SOD2 [11, 26, 41].

Innym enzymem o znaczącej roli w obronie przed aktywnymi formami tlenu 
u S. cerevisiae, ale również u wszystkich eukariontów jest katalaza (E.C. 1.11.1.6). 
Enzym będący hemoproteiną katalizuje reakcję dysproporcjonowania nadtlenku wo
dom (reakcja X)

H2O2 + H2 O2 —> 2 H2O + O2 (X)

U S. cerevisiae występują dwa typy katalazy -  katalaza A (atypowa, peroksy- 
somalna) i katalaza T (typowa, cytoplazmatyczna), a kodowane są one przez geny, 
odpowiednio, CTA1 i CTT1 [34]. Katalaza jest tetramerem złożonym z podjednostek
0 masie cząsteczkowej ok. 60 kDa. Białko to pozwala organizmowi kontrolować 
poziom H20 2 zapobiegając akumulacji tego związku w komórce. Aktywność katalazy 
A jest ściśle skorelowana z obecnością oksydazy acyloCoA generującej nadtlenek 
wodom w procesie [3-oksydacji kwasów tłuszczowych, a zwiększona ilość kwasów 
tłuszczowych może powodować jej indukcję. Aktywność obu typów katalaz, A
1 T, wzrasta wraz ze wzrostem ilości w komórce, a badania z użyciem mutantów 
defektywnych ujawniają większą wrażliwość komórek zmodyfikowanych na obe
cność H-,0-, w  stosunku do dzikich.
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Dotychczas do końca niewyjaśniona pozostaje rola tioredoksyny. Ten niewielki 
enzym, masa cząsteczkowa ok. 12 kDa, zawiera w centrum aktywnym dwie reszty 
cysteinowe. U S. cerevisiae kodowany jest przez dwa geny TRX1 i TRX2 [28, 
54]. Delecja jednego lub obu tych genów nie jest dla drożdży letalna, jakkolwiek 
mutanty takie są niezwykle wrażliwe na obecność H~,0 2 i stosunkowo niskie stężenia 
nadtlenku wodoru mogą być dla takich komórek śmiertelne [45]. Tioredoksyna 
odpowiada prawdopodobnie za naprawę uszkodzonych oksydacyjnie białek. Po
woduje ona redukcję mostków dwusulfidowych powstałych na skutek utlenienia 
grup -SH w białkach przez reaktywne formy tlenu.

Pod wpływem stresu oksydacyjnego drożdże syntetyzują jeszcze jedno białko 
-  przeciwutleniacz tiolospecyficzny -  TSA -  (ang. thiol-specific antioxidant), któ
rego poziom wzrasta ponad dwukrotnie w odpowiedzi na obecność 95% 0 2 oraz 
po dodaniu jonów Fe+' lub 2-merkaptoetanolu. Białko to jest dotąd słabo poznane, 
gdyż nie określono jednoznacznie jego roli w komórce [15, 40]. Białka typu TSA 
odkryto u wielu oddalonych od siebie systematycznie organizmów, np. w komórkach 
mózgu szczura i u bakterii, takich jak Clostridium pasteurianum lub Mycobacterium 
avium. Sekwencja tego białka nie wykazuje znaczącej homologii z żadnym z głów
nych enzymów ochronnych [15]. Dla TSA sugeruje się rolę peroksydazy tiore
doksyny. Proponowana równocześnie rola TSA jako chelatora jonów metali nie 
została dotychczas jednoznacznie potwierdzona [90].

ADAPTACJA DO STRESU

W komórkach pozostających w ciągłym kontakcie z czynnikiem dla nich nie
korzystnym, zarówno chemicznym jak i fizycznym, dochodzi do podwyższenia 
progu toksyczności dla danego czynnika (tab. 2). Zależność taką obserwowano

w wielu laboratoriach także w sto
sunku do tlenu. Komórki drożdży, 
znajdujące się w logarytmicznej 
fazie wzrostu, utrzymywały w 
warunkach tlenowych podwy
ższoną aktywność mechanizmów 
obronnych, w stosunku do komó
rek z hodowli beztlenowych, co 
w efekcie dawało wspomniany, 
wyższy poziom oporności. Takie 
zmiany w metabolizmie organi
zmów określamy jako adaptację 
do warunków stresowych [ 18,25- 
26, 36, 82]. Użycie cykloheksi- 
midu, równocześnie z działaniem

TABELA 2. Przegląd czynników powodujących stres 
komórkowy u drożdży S. cerevisiae

Czynniki stresogenne dla kom órek drożdży

Wysoka temperatura
Niska temperatura
Reaktywne formy tlenu
Jony metali ciężkich
Wysoka lub niska osmolamość
W ysokie lub niskie pH
W ysokie stężenie etanolu
Czynniki wywołujące uszkodzenia DNA
Głodzenie (azotowe i węglowe)
W ysuszenie
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TABELA 3. Białka zaangażowane w obronę przed stresem oksydacyjnym
u S. cerevisiae

Białka Gen(y)

Białka o aktywności enzym atycznej
Peroksydaza glutationowa GPX
Reduktaza glutationowa
Transferaza glutationowa
Dysmutaza ponadtlenkowa Cu/ZnSOD SODI

MnSOD SOD2
Katalaza A CTA1
Katalaza T CTT1
Tioredoksyna T R X 1, TRX2
Przeciwutleniacz tiolospecyficzny TSA1

Pozostałe zaangażow ane białka
Metalotioneina CUP1
Czynniki transkrypcyjne ACE1, ACE2,

YAP1, YAP2,
HAP1, M API,
OSR

Białka szoku cieplnego HSP 150, HSP84, HSP70,
HSP26, HSP12,
HSF1

warunków stresujących, powodowało zahamowanie procesu adaptacyjnego, co wska
zuje na konieczność syntezy nowych białek [18, 55].

Mechanizm lub mechanizmy, które powodują przystosowanie do stresu oksy
dacyjnego, jak również rodzaj indukowanych białek, pomimo intensywnych badań 
w wielu pracowniach wciąż pozostają nie w pełni wyjaśnione. Znacznie lepiej 
poznana jest odpowiedź na stres cieplny i powstające w jego efekcie białka szoku 
termicznego (Hsp).

U S. cerevisiae stwierdzono istnienie dwóch dróg prowadzących do adaptacji 
do zwiększonej ilości RFT. Pierwszą indukuje obecność H90 9, natomiast druga 
uruchamiana jest w wyniku kontaktu komórek ze związkami, takimi jak menadion. 
Menadion jest szeroko stosowanym związkiem powodującym generowanie anio- 
norodników ponadtlenkowych w komórce, a toksyczność jego wykazać można uży
wając mutantów S. cerevisiae z delecją genu SODI. Odpowiedź na zwiększoną 
ilość H20 2 w komórce jest prawdopodobnie uwarunkowana innym mechanizmem, 
a według niektórych autorów związana jest ona z syntezą aż 21 różnych białek 
[36]. Dodatkowo, przy równoczesnej obecności menadionu i H20 0 obserwowano 
podwyższenie poziomu tolerancji na nadtlenek wodoru. Podwyższenia progu to
ksyczności dla menadionu w obecności H?CL nie udało się dotychczas potwierdzić. 
Elektroforetyczna analiza białek syntetyzowanych w odpowiedzi na oba czynniki 
wykazała, że powstają różne klasy białek w odpowiedzi na oddzielne działanie
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menadionu i H?0 9 (rys. 3). Obserwowane były także różnice dla białek syntety
zowanych w przypadku równoczesnego podania obu tych związków. Część z tych 
białek podlega ekspresji także przy innych rodzajach stresu, a funkcja niektórych 
z nich jest nie wyjaśniona.

Adaptacja do stresu oksydacyjnego powoduje aktywację genów kodujących en
zymy o antyoksydacyjnej funkcji. U drożdży obserwowano wzrost aktywności tych 
enzymów będący następstwem podwyższonego stężenia H90 9 lub/i 0 2*. Nie wy
kazano jednakże bezpośredniego wpływu RFT na wzrost transkrypcji genów, takich 
jak: CTA1, CTT1, SOD2 lub SOD1. Efekt indukcji transkrypcji wy woły wał jednak 
nadtlenek wodoru na gen SSAJ, który koduje drożdżową izoformę białka Hsp70 
[25, 41]. H90 9 i 0 2* powodują u drożdży podniesienie poziomu glutationu, pra
wdopodobnie wywołując wzmożone wytwarzanie syntetazy glutationu. Aktywacja 
genu GSH1 jest możliwą adaptacją komórek do stresu oksydacyjnego [26].

Bezpośredni wpływ RFT na biosyntezę obserwowano dla białek identyfikowanych 
jako czynniki transkrypcyjne. Regulują one transkrypcję genów, których produkty 
tworzą enzymatyczną linię obrony przed stresem oksydacyjnym. Wszystkie te czyn
niki (Acel, Hapl, M aci) są metaloproteinami i równocześnie są zaangażowane 
w kontrolę poziomu jonów metali w S. cerevisiae. Wiadomo, że geny SOD1 i 
CUP1 są regulowane przez czynniki Acel i M aci. Ten ostatni odgrywa rolę w 
regulacji transkrypcji genów indukowanych przez jony żelaza i miedzi [29, 42]. 
Pełna rola tych czynników w odpowiedzi adaptacyjnej na stres oksydacyjny pozostaje 
ciągle niewyjaśniona.

Szczególną uwagę należałoby zwrócić na osobną grupę czynników transkry- 
pcyjnych: Yapl i Yap2, których budowa i spełniana funkcja jest różna od wcześniej 
opisanych. Wykazano, że Yapl i Yap2 są homologami c-jun z AP-1 ssaków [72]. 
Do rodziny tych czynników należy także Gcn4 [12, 45], który jest regulatorem 
genów biosyntezy aminokwasów. Mutanty z delecją jednego z genów, YAP1 lub 
YAP2, są wrażliwsze na oksydanty, głównie na H90 9 [40]. Na podstawie tego 
faktu, a także kilku wymienionych niżej można przypisywać produktom tych genów 
rolę w regulacji indukowanej przez H90 9 adaptacyjnej odpowiedzi na stres oksy
dacyjny. Równocześnie nie wykazano efektu czynników YAP1 i YAP2 w regulacji 
adaptacji do zwiększonej ilości 0 9\  Oporność w fazie stacjonarnej oraz w przypadku 
oddychania komórkowego drożdży w odniesieniu do O^* pozostaje nie zmieniona 
przy delecji YAP1 i YAP2, co pozostaje w zgodzie z faktem, że żaden z obu tych 
genów nie jest niezbędny do normalnego wzrostu [64]. Jednakże, wysoki poziom 
ekspresji YAP1 w komórce powoduje wzrost odporności na takie toksyczne czynniki, 
jak cykloheksimid, jony kadmu, chelatory Zn“+ i Fe“+. Prace z mutantami o nie
aktywnym Yapl pokazały redukcję aktywności enzymów o działaniu antyoksy- 
dacyjnym [64]. Dodatkowym potwierdzeniem tej zależności były doświadczenia, 
w których wykorzystano plazmidy do zwielokrotnienia ilości kopii YAP1, co po
wodowało wzrost, aczkolwiek niewielki, aktywności tych właśnie enzymów (SOD,
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GPX, G-6-P D) i podwyższenie całkowitego poziomu glutationu [64]. Rezultaty 
te sugerują, że białko Yapl może odgrywać rolę w obronie komórki przed RFT. 
Aktywność Yapl jest regulowana przez fosforylację, lecz mimo teoretycznie okre
ślonych miejsc mogących jej podlegać nie znane są miejsca fosforylowane in vivo. 
Ponadto wstępna analiza mutantów z utratą 11 C-końcowych aminokwasów su
geruje, że czynnik Yapl regulowany jest podobnie jak c-Jun. Delecja fragmentu 
C-terminalnego powoduje utratę zdolności stymulacji transkrypcyjnej przez FFO-, 
oraz dwuamid. U wszystkich białek tej grupy wykazano wysoką homologię w 
regionie C-końcowym i istnienie fragmentów bogatych w cysteinę, tworzących pra
wdopodobnie miejsca przyłączania jonów metali. Jako główny cel dla czynnika 
Yapl określono region promotorowy TRX2 [45], ale zauważono równocześnie, że 
Yapl łączy się z regionami promotorowymi GSH1 i SSA1 [89]. Sprawę regulacji 
zaciemniają obserwacje wskazujące na indukcję genów GSH1, TRX2 i SSA1 u 
drożdży S. cerevisiae przez oksydanty wobec braku Yapl. W przeciwieństwie do 
SSA1 i TRX2 ekspresja GSH1 jest dużo silniej aktywowana przez O-,* niż przez 
H o02, a przy indukcji GSH1 przez anionorodnik ponadtlenkowy obecność czynnika 
Yapl nie jest wymagana [72]. Zauważono również, że Yapl nie jest niezbędny 
przy indukcji genu GSH1 przez O-,* [72]. Rola drugiego z czynników -  Yap2, 
w regulacji adaptacyjnej odpowiedzi na stres oksydacyjny nie jest znana, jednakże 
prowadzone eksperymenty wykazały u mutantów defektywnych pod względem tego 
czynnika występowanie podwyższonej wrażliwości na oksydanty. Niedawno odkryty 
czynnik Cadl został zidentyfikowany jako homolog Yap2; jest on zdolny do na
dawania oporności w obecności kadmu, a także niektórych leków [12, 88]. Dla 
wcześniej wspomnianego czynnika Gcn4 wykazano jeszcze jedną funkcję. Jest on 
zaangażowany w odpowiedź na uszkodzenia DNA u S. cerevisiae wywołane pro
mieniowaniem UV, co odpowiada funkcji spełnianej przez kompleks AP-1 u ssaków 
[23]. Kolejnym czynnikiem należącym do tej grupy jest odkryty u Schizosaccharo- 
myces pombe czynnik Papl. Ma on wysoką homologię do Yapl, a obecny w 
wysokiej liczbie kopii może nadawać oporność na toksyczny inhibitor kinaz -  
staurosporynę [77]. Yapl jest także proponowanym czynnikiem regulującym trans
krypcję niedawno odkrytego genu OSR. Z kolei produkt OSR wpływa na indukcję 
GSH1, co związane jest z poziomem glutationu w komórce [43]. Gen OSR (ang. 
oxidative stress resistance) ma wysoką homologię z genem ZRC1 kodującym białko 
zwiększające oporność na obecność w środowisku cynku [43].

Duże znaczenie w regulacji odpowiedzi na poziom RFT mają zmiany poziomu 
cAMP. Wiele indukowanych stresem genów może podlegać aktywacji właśnie w 
ten sposób. Pośród nich wylicza się obecnie geny C777, SSA3, HSP26 i HSP12 
[23, 81]. Geny te aktywuje obniżenie wewnątrzkomórkowego stężenia cAMP, a 
mechanizm ten może regulować odpowiedź na stres oksydacyjny, jak również szok 
termiczny i stres wywołany głodzeniem węglowym lub azotowym, oraz wejście 
komórek w stacjonarną fazę wzrostu. Mutant Cyrl, mający fizjologicznie niski
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poziom cAMP w wyniku defektu cyklazy adenylowej, jest niewrażliwy na całą 
gamę różnorodnych czynników -  głodzenie, podwyższenie temperatury i oksydanty 
[35, 68] (rys. 2).

Ekspozycja komórek na określony typ stresu prowadzi często do podwyższenia 
tolerancji na czynniki stresujące innego rodzaju. Zjawisko powstawania ochrony 
krzyżowej (ang. cross protection) [49] wskazuje na możliwość pokrywania się 
pewnych etapów odpowiedzi komórkowej na różne od siebie niekorzystne czynniki

Prawdopodobnie najpełniej opisaną reakcją na warunki stresowe są zmiany wy
wołane przez podwyższoną temperaturę [49, 84]. Stres termiczny powoduje indukcję 
syntezy całej gamy białek szoku termicznego (ang. heat shock proteins -  Hsps). 
Wzmożoną produkcję białek Hsp obserwuje się również w stresie różnym od cie
plnego. Aktywację genów kodujących białka Hsp obserwowano u bakterii E. coli 
w wyniku podawania substancji toksycznych [78]. Również ekspozycja komórek 
ssaków na jony metali ciężkich, RFT oraz analogi aminokwasów prowadzi do syntezy 
Hsp. Wzmożona ekspresja genów kodujących Hsp jest charakterystyczna w wielu 
stanach chorobowych człowieka [53]. W przypadku drożdży warunki stresowe, 
takie jak: ekspozycja na etanol, obecność inhibitorów syntezy białka, stres osmo- 
tyczny, niedobór źródeł węgla lub azotu, jak również wejście komórek w fazę 
stacjonarną, mogą prowadzić do zwiększonej syntezy białek zaangażowanych w 
odpowiedź na stres termiczny [58, 79]. Jednak nie wszystkie białka klasy Hsp

ADAPTACJA DO STRESU OKSYDACYJNEGO 
INDUKOWANA PRZEZ INNE RODZAJE STRESU

(rys. 2).

RYSUNEK 2. Mechanizm powstawania ochrony krzyżowej
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są indukowane przez każdy z wymienionych czynników, co sugeruje oddziaływanie, 
przynajmniej częściowo, na niezależne drogi odpowiedzi.

Opisana została zwiększona oporność na stres oksydacyjny wywołana prein- 
kubacją w podwyższonej temperaturze. Komórki S. cerevisiae hodowane w 23°C, 
a przeniesione do temperatury 37°C wykazywały, oprócz zmian typowych dla stresu 
termicznego, podwyższony próg tolerancji dla toksycznego działania RFT, co świad
czy o wspólnych elementach odpowiedzi na te rodzaje stresu [48-49]. Równocześnie 
nie udało się dotychczas wykazać znaczącego wzrostu termotolerancji u drożdży 
wywołanego obecnością H-,CU lub/i Ot .

W komórkach poddanych szokowi termicznemu dokładny mechanizm powsta
wania oporności na oksydanty nie jest znany, wykazano jednak, że dochodzi w 
nich do zintensyfikowanej transkrypcji genu CTTI [10-11]. Równoczesny wzrost 
aktywności katalazy T i białek szoku termicznego może wyjaśniać obserwowaną 
oporność.

W efekcie działania stresu cieplnego obserwowano wzmożoną syntezę także 
innego białka chroniącego przed RFT -  metalotioneiny. Gen CUP1 indukowany 
jest przez czynnik transkrypcyjny Hsfl, który powstaje w odpowiedzi na stres ter
miczny oraz w efekcie głodzenia glukozowego [76]. CU PI zawiera w kompleksie 
promotorowym liczne tzw. pięści miedziowe (ang. copper fist) wykorzystywane 
przez czynniki Acel i Ace2 podczas regulacji odpowiedzi na obecność metali. 
Zaangażowanie Hsfl w syntezę metalotioneiny wykryto dzięki obserwacji, że mutacja 
czynika Hsfl powodowała ogólne podwyższenie transkrypcji metalotioneiny. Pra
wdopodobnie mutacje te powodują wzrost powinowactwa Hsfl do promotora CUP1 
[76].

Białkiem, dla którego także wykazano podwójną regulację syntezy, jest tiore- 
doksyna, której aktywność wzrasta w komórkach pod wpływem stresu oksydacyjnego 
oraz stresu termicznego [37].

Innym przykładem ochrony krzyżowej jest sprzężenie drogi HOG (ang. high 
osmolarity glycerol response) z podwyższoną tolerancją na RFT. Drogę przeka
zywania sygnału HOG opisano dla genów PBS2 i HOG1, kodujących kinazy z 
rodziny MAP. Mutacje tej drogi prowadzą do całkowitego zniesienia indukcji od
powiedzi komórkowej na stres osmotyczny, w czym pośredniczy sekwencja STRE 
(ang. stress response elements). Oprócz stresu osmotycznego STRE jest aktywowana 
podczas głodzenia, ekspozycji na RFT lub podwyższoną temperaturę, w niskim 
pH oraz w obecności etanolu. Wszystkie te czynniki prowadzą do indukcji genu 
katalazy cytoplazmatycznej -  CTTI [10-11, 50, 52, 66]. Enzym ten ma znaczącą 
rolę w ochronie przed RFT, ale jego synteza towarzyszy także zwiększeniu ter
motolerancji i osmotolerancji [84]. Lista genów kontrolowanych przez STRE zawiera 
dodatkowo DDR2, HSP12, TPS2, GSY2, GPH1 [63].

Komórki drożdży będące w późnej fazie logarytmicznej lub w fazie stacjonarnej 
( G q ) charakteryzuje ciekawa właściwość -  zwiększona oporność na wiele z wy-
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RYSUNEK 3. Zależności aktywacji poszczególnych genów uczestniczących w reakcjach obronnych 
przeciwko reaktywnym formom tlenu (szczegóły w tekście)

mienionych stresów [14, 47, 49, 80]. Obserwowano, że podwyższenie oporności 
na stres jest związane z jego działaniem jeszcze w fazie logarytmicznej. Jednak 
stopień oporności w fazie stacjonarnej jest wyższy niż indukowana odpowiedź ad
aptacyjna w fazie logarytmicznej. Także fakt, że w fazie G0 komórki wykazują 
oporność na wiele różnych czynników stresogennych, sugeruje indukcję od
miennego mechanizmu odpowiedzi [39]. Zbieżne obserwacje były wykonane dla 
termotolerancji wywołanej szokiem termicznym, gdzie oporność podczas fazy sta
cjonarnej była rozciągnięta na czas dłuższy niż w wypadku indukcji podczas fazy 
wzrostu logarytmicznego [80]. Oporność drożdży na szok oksydacyjny wykazywała 
podobną zależność. Jakkolwiek precyzyjny mechanizm oporności na oksydanty ge
nerowanej w tych warunkach nie jest dokładnie znany, obserwowano jednak zmiany 
ekspresji genów kodujących antyoksydanty. Wzrastała synteza składników mito- 
chondrialnego łańcucha oddechowego, a także synteza katalazy T i MnSOD [83, 
85]. Także transkrypcja różnych białek szoku termicznego kodowanych przez geny 
HSP150, HSP84, HSP70, HSP26, HSP 12 była intensywniejsza [49].

PODSUMOWANIE

Badania nad adaptacją do stresu oksydacyjnego u drożdży Saccharomyces ce
revisiae wykazują ogromną różnorodność możliwych dróg odpowiedzi komórkowej. 
Są one w wielu miejscach zbieżne z reakcjami na inne toksyczne czynniki i nie
korzystne warunki, jak przytaczane tu sprzężenie z odpowiedzią charakterystyczną 
dla szoku termicznego lub osmotycznego.

http://rcin.org.pl



STRES OKSYDACYJNY U DROŻDŻY S. CEREVISIAE 443

Widać też, że reaktywne formy tlenu indukują syntezę całej gamy czynników 
transkrypcyjnych, co świadczyć może o wielokrotnym dublowaniu systemów chro
niących komórkę.

Komórki S. cerevisiae stanowią jeden z głównych modeli komórki eukariotycznej 
w badaniach biologii molekularnej i odkrycia związane z zabezpieczeniami przed 
niekorzystnymi wpływami metabolitów tlenu będą niewątpliwie odnoszone do po
zostałych eukariontów, gdzie dodatkowo te złożone zależności będą komplikowane 
przez aspekty związane z oddziaływaniami między komórkami w organizmach wielo
komórkowych. Pamiętać należy również o hipotezie G. Barja [5], że w organizmach 
tlenowych reaktywne formy tlenu są niezbędnymi „normalnymi” metabolitami, a 
ich powstawanie i usuwanie utrzymuje stan równowagi dynamicznej między pro- 
i antyoksydantami.
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CYTOTOKSYCZNE RYBONUKLEAZY  
O SZCZEGÓLNYM  DZIAŁANIU BIOLOGICZNYM  

(RYSBAZY): RYSBAZY ZW IERZĘCE I LUDZKIE

CY TO TO X IC RIBO NU CLEA SES W ITH SPECIAL BIO LO G ICA L 
ACTIONS (RISBASES): A N IM A L AND HU M AN RISBASES

Adam SOBKOWIAK, Andrzej WIERZBICKI, Wiesław H. TRZECIAK 

Katedra i Zakład Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej w Poznaniu

Streszczenie: Rysbazy są to rybonukleazy o specjalnym działaniu biologicznym. W niniejszym artykule 
omówiono budowę, mechanizm działania i funkcję niektórych Rysbaz zwierzęcych i ludzkich. Neuro- 
toksyny granulocytów (EDN i ECP) chronią przed pasożytami i wykazują aktywność przeciwnowotwo- 
rową podobnie jak onkonaza z Rana pipiens. Nieznany jest sposób zabijania komórek przez onkonazę 
-  przypuszczalnie hydrolizuje ona rRNA. Rybonukleaza z nasienia byka (BS-RN-aza) jest homodime- 
rem o bardzo skutecznym działaniu przeciwnowotworowym. Angiogeninajest homologiem trzustkowej 
RN-azy A i pobudza proliferację naczyń krwionośnych. Przez chemiczne sprzężenie RN-az z przeciw
ciałami lub fuzję genu RN-azy z genami przeciwciał otrzymuje się immunotoksyny, o wybiórczej 
cytotoksyczności w stosunku do komórek.

Słowa kluczowe: rysbazy, rybonukleazy, angiogeneza, cytotoksyny, immunotoksyny, czynniki prze- 
ciwnowotworowe.

Summary: Risbases are ribonucleases with special biological actions. Structure, mechanism of action and 
functions of some animal and human Risbases were described. Eosinophil-derived neurotoxins (EDN 
and ECP) are host defense proteins against parasites and may express anticancer activity like onconase 
from Rana pipiens. How onconase kills cells is unknown -  perhaps it degrades rRNA. Bovine seminal 
ribonuclease (BS-RNase) is a homodimeric enzyme with a highly effective antitumor action. Angiogenin 
is homologous to pancreatic RNase A and it displays angiogenic activity. Chemicaly coupling of RNases 
to antibodies or fusing RNase genes with the antibodies genes produces immunotoxins with specific 
cell-type cytotoxicity.

Key words: risbases, ribonucleases, angiogenesis, cytotoxines, immunotoxines, anti-tumor agents.
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WSTĘP

W ostatnich latach dowiedziono, że wiele białek czynnych biologicznie wykazuje 
aktywność rybonukleolityczną. D’Alessio zaproponował dla nich nazwę RISB ASES 
(ribonucleases with special biological actions) [14]. W poprzednim artykule omó
wiono Rysbazy pochodzenia bakteryjnego, grzybowego i roślinnego [80]. W tej 
części przedstawiono budowę i działanie ludzkich i zwierzęcych czynników za
liczanych do rysbaz, z których większość, z wyjątkiem angiogeniny, ma aktywność 
cytotoksyczną. Pełnią one różnorakie funkcje i charakteryzują się działaniem immu- 
nosupresyjnym, przeciwnowotworowym, antywirusowym i neurotoksycznym. Biorą 
też udział w niszczeniu pasożytów i indukują tworzenie naczyń krwionośnych (tab. 
1). Wszystkie te białka należą do nadrodziny RN-azy A, a ich wspólną cechą 
jest podobna budowa i zbliżona względna masa cząsteczkowa oraz zdolność hydrolizy 
rybosomalnego RNA, która decyduje o cytotoksyczności tych białek.

Rysbazy wzbudzają duże zainteresowanie biologów i lekarzy, gdyż wykorzystując 
ich właściwości, konstruuje się immunotoksyny i chimery białek, zawierające aktyw
ne biologicznie cząsteczki różnych rysbaz. Wytworzenie ich może przebiegać drogą 
chemicznego połączenia przeciwciała z toksyną lub też przez fuzję genów kodujących 
syntezę tych białek. Tak otrzymane cząsteczki wykazują specyficzną cytotoksyczność 
i mogą być stosowane w terapii różnych chorób, głównie nowotworów.

Celem artykułu jest przedstawienie najnowszych badań dotyczących struktury 
i działania najważniejszych rysbaz, ze szczególnym uwzględnieniem ich cytoto- 
ksycznego działania.

i

RYBONUKLEAZY EDN I ECP Z ZIARNISTOŚCI 
GRANULOCYTÓW KWASOCHŁONNYCH

W roku 1933 Gordon wykonał doświadczenie, w którym wstrzyknięto do mózgu 
zwierząt wyciąg z węzłów chłonnych chorych z mięsakiem Hodgkina. Po tym 
zabiegu zaobserwowano objawy neurotoksyczne: osłabienie koordynacji 
i nie zbomość ruchową (ataksję), sztywność mięśni i porażenie kończyn, pro
wadzące nieuchronnie do śmierci zwierząt w ciągu kilku do kilkudziesięciu dni. 
W obrazie mikroskopowym obserwowano gwałtowny zanik komórek Purkinjego 
w warstwie zwojowej kory móżdżku i zmiany gąbczaste w moście i rdzeniu prze
dłużonym [83]. Zjawisko to zostało nazwane efektem Gordona. Znacznie później 
okazało się, że opisane objawy były spowodowane nie, jak wcześniej sądzono, 
przez nieznany patogen obecny w węzłach chłonnych chorych, lecz przez eosi
nophil-derived neurotoxin (EDN) i białko zasadowe -  eosinophil cationic protein 
(ECP), które okazały się RN-azami obecnymi w ziarnistościach granulocytów kwa-
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TABELA 1. Niektóre właściwości, działanie i możliwe zastosowania Rysbaz w medycynie

R ysbaza W ystępow ania D ziałanie Budow a W zględna 
m. cząste
czkow a 
kD

Specyfi- A ktyw ność M ożliw e 
czność w porów - zastoso- 
substra- naniu z w anie 
tow a R N azą A

ED N ziarnistości
granulocytów
kw asochłonnych

niszczenie
pasożytów
i bakterii
aktyw ność
przeciw no-
w otw orow a

134 AA
glikopro-
teina

ok. 15,5 18S, 28S, 1 
5S,
5,8 S 
rRNA 
tRNA

E C P ziarnistości
granulocytów
kw asochłonnych

niszczenie
pasożytów
i bakterii
aktywność
przeciwno-
w otw orow a

133 AA
glikopro-
teina

ok. 18,5 odcinki poli- 0,01 
pirym idy
nowe 
w RNA, 
poli U 
poli C

O nko-
naza

ja ja  i zarodki 
żab

? 104 AA ok. 12 18S, 28S, 0,01 
rRNA

leczenie now o
tw orów , im m uno 
toksyny, aktyw 
ność anty HIV-1

BS-RN -
aza

nasienie
bydlęce

im m uno
supresja

150 AA ok. 16 
2 form y 
dim erów  
2 w iązania 
disiarczkow e

18S, 28S, 
rRNA, dsRNA 
słabo 5S, 5,8S 
rRN A , tRNA

im m unosupresja 
leczenie now o
tw orów , im m uno 
toksyny, aktyw 
ność anty HIV-1

Angio-
genina

surow ica
ssaków

proliferacja 123 AA 
naczyń krw io
nośnych, w y
dzielanie pro- 
staglandyn

ok. 14 18S, 28S 0,0001 
tRNA, m RNA

im m unotoksyny

sochłonnych [26, 53, 57, 72, 83]. W warunkach fizjologicznych ziarnistości te 
są uwalniane w miejscu kontaktu eozynofila i komórki docelowej.

Zjawiskiem analogicznym do efektu opisanego przez Gordona, a obserwowanym 
u ludzi są objawy neurologiczne, towarzyszące hipereozynofilii [72]. Eozynofilia 
jest prawdopodobnie także jednym z powodów uszkodzeń mięśnia sercowego, gdyż 
w martwych fragmentach tkanki, głównie wsierdzia i w ścianach naczyń włoso
watych, stwierdzono ziarnistości pochodzące z granulocytów kwasochłonnych [26].

Rysbazy EDN i ECP wykazują ok. 35% homologii z sekwencją RN-azy A 
i 67% wzajemnej homologii ich sekwencji aminokwasowej. EDN, o względnej 
masie cząsteczkowej 15,5 kD, zawiera 134 aminokwasy, podczas gdy ECP,
0 względnej masie cząsteczkowej 18,5 kD, zawiera 133 aminokwasy [57, 83] (tab. 
1). Geny kodujące EDN (RNS2) i ECP (RNS3) występują u wszystkich naczelnych
1 mają podobną strukturę. U człowieka zlokalizowane są w chromosomie 14 w 
paśmie q24-q31 i nie zawierają intronów [39].
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Aktywność rybonukleolityczna EDN jest podobna do aktywności RN-azv A i 
około 100 razy wyższa niż aktywność ECP. EDN jest identyczna z „niewydzielniczą” 
RN-azą z wątroby [72] i śledziony oraz RNazą występującą w moczu [83]. ECP 
występuje w dwóch postaciach różniących się stopniem glikozylacji i wydajnie 
hydrołizuje tylko syntetyczne poli U i poli C, a w naturalnym RNA rozpoznaje 
sekwencje polipirymidynowe [71].

Badania in vitro wykazały, że ECP w stężeniu 1CT7 M niszczy przywry Schi- 
sostoma mansoni [26], a także nicienie Brugici pahangi i Brugia malayi. Zarówno 
ECP, jak i EDN biorą udział w zwalczaniu larw włośnia krętego (Trichinella 
spiralis) [27], przy czym ECP jest skuteczne w mniejszych stężeniach niż EDN. 
Wyniki badań wskazują, że rysbazy te mają podobne działanie in vivo. Powierzchnia 
pasożytów z rodziny Brugia jest obdarzona silnym ładunkiem ujemnym, co przy
puszczalnie ułatwia wiązanie dodatnio naładowanego ECP. Działanie omawianych 
RN-azjest specyficzne, gdyż RN-aza A, pomimo wyższej aktywności enzymatycznej, 
nie wykazuje działania toksycznego wobec tych pasożytów.

Interesujący jest fakt, że do skutecznego działania ECP nie jest jednak konieczna 
aktywność rybonukleolityczna, gdyż dodanie inhibitora RNazy nie chroniło pa
sożytów przed jego działaniem [27]. Wyjaśnia to niżej przedstawiony mechanizm 
działania ECP. Białko to tworzy pory w błonie cytoplazmatycznej komórki docelowej, 
co doprowadza do jej trwałej depolaryzacji, przy czym zdolność do wytwarzania 
porów jest niezależna od składu lipidowego błony. Kanały powstają w błonie zbu
dowanej z mieszaniny fosfolipidów, z samej fosfatydyloetanoloaminy lub fosfa- 
tydylocholiny oraz cholesterolu. Wykazano także, że pory te przepuszczają jony 
jedno- (K+, Na+, Cl") i dwuwartościowe (Ca+2, Mg+‘7 EGTA"), a także sacharozę 
i glukozaminę. Ponadto ECP, poprzez oddziaływanie z błoną cytoplazmatyczną, 
ułatwia wnikanie EDN do komórki docelowej [57].

ONKONAZA

Onkonaza (onconase, Pannon, P-30 protein), występująca w oocytach i zarodkach 
żaby Rana pipiens, jest rysbazą o właściwościach neurotoksycznych i przeciwno- 
wotworowych. Funkcja biologiczna i mechanizm działania tego białka są jak do
tychczas słabo poznane [3] (tab. 1). Podobnie jak EDN i ECP oraz w podobnych 
stężeniach wywołuje ona efekt Gordona. W odróżnieniu od EDN i ECP aktywnaść 
neurotoksyczna onkonazy jest ściśle związana z jej aktywnością rybonukleolityciną 
[53].

Rozwój komórek licznych linii ustalonych nowotworów, m.in. białaczki HL-60, 
nowotworu A-253 (wywodzącego się z ślinianki podżuchwowej) i gruczolaka jelita 
grubego Colo320 CM, w obecności onkonazy zostają zatrzymane w fazie Gj cyklu
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komórkowego [3]. Wzrost fibroblastów, keratynocytów i limfocytów z krwi ob
wodowej był zakłócony tylko w nieznacznym stopniu w szerokim zakresie stężeń 
stosowanych do zwalczania komórek nowotworowych. W badaniach klinicznych 
nie stwierdzono powikłań neurologicznych podczas leczenia nowotworów przy do
żylnym podawaniu onkonazy (w stężeniu 960 pg/irT powierzchni ciała) [53].

Onkonaza jest białkiem o względnej masie cząsteczkowej ok. 12 kD, należącym 
do nadrodziny RN-azy A i w którym podobnie jak w RN-azie A obecne są cztery 
wiązania disiarczkowe, z których trzy są podobnie zlokalizowane jak w cząsteczce 
RN-azy A, a jedno w położeniu charakterystycznym dla onkonazy. W porównaniu 
do RN-azy A, w cząsteczce onkonazy zachowane są obszary hydrofobowe i wszystkie 
aminokwasy tworzące centrum katalityczne [3, 53]. Obecność metioniny na N-końcu 
zmniejsza aktywność przeciwnowotworową onkonazy [2]. Sekwencja aminokwa- 
sowa tego białka wykazuje 33% homologii do sekwencji białek EDN i ECP oraz 
30% podobieństwa do RN-azy A [3].

Dowiedziono, że onkonaza wiąże się z zewnętrzną powierzchnią błony cyto- 
plazmatycznej komórek ssaków, a w komórkach białaczkowych linii H9 hamuje 
prawie całkowicie replikację wirusa HIV-1. Sądzi się, że cząsteczki wirusa prze
kraczając błonę komórkową przenoszą onkonazę do wnętrza komórki, gdzie de
graduje ona RNA, hamując tym samym replikację wirusa.

Onkonaza jest stosowana w badaniach klinicznych do terapii zakażeń wirusowych 
i odpornych na leczenie cytostatykami nowotworów, takich jak: nowotwory trzustki, 
rak sutka i niektóre typy nowotworów płuc [9, 23].

Podobne właściwości jak onkonaza wykazują lektyny izolowane z żab Rana 
japonica i Rana catesbiana, wykazujące pomiędzy sobą 80% homologii sekwencji 
aminokwasowej i znaczną homologię do RN-azy A [14, 83]. Wiążą one specyficznie 
glikoproteiny zawierające kwas sialowy, które występują na powierzchni błony 
cytoplazmatycznej wielu komórek nowotworowych [83]. Sekwencje aminokwasowe 
białek onkonazy i lektyny z R. catesbiana są w 53% zgodne. Sądzi się, że efekt 
cytotoksyczny onkonazy polega na następujących po sobie etapach, to jest: wiązaniu 
się z receptorami błonowymi, internalizacji i unieczynnieniu rybosomów przez hy
drolizę rRNA.

RN-aza Z NASIENIA BYKA (BS-RN-aza)

BS-RN-aza (bovine seminal-RNase) [EC 3.1.27.5], wyizolowana z nasienia byka 
(Bos taurus), występuje tylko u tego gatunku, aczkolwiek homologiczne geny stwier
dzono w komórkach jelenia, żyrafy i owcy [31]. Białko to syntetyzowane jest 
w pęcherzykach nasiennych, a w nasieniu występuje w stężeniu do 1,5 mg/ml, 
co stanowi 3% całkowitej zawartości białka w nasieniu [30].
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BS-RNaza wykazuje działanie przeciwnowotworowe i immunosupresyjne oraz 
hamuje spermatogenezę [12, 34, 35, 40, 43]. Powoduje m.in. bardzo znaczne za
hamowanie wzrostu komórek linni ustalonej 3T3 fibroblastów mysich, transfor
mowanych wirusem SV40, nie wpływając na komórki nietransformowane [60]. 
Stwierdzono, że enzym ten hamuje proliferację komórek nowotworowych pocho
dzenia nabłonkowego indukowanych wirusem MSV -  murine sarcoma virus, prze
noszącym onkogen v-ki-ras (m.in. komórek nabłonka tarczycy i płuc) oraz działa 
in vivo na szczury z przeszczepialnym nowotworem wywołującym przerzuty do 
płuc. W organizmach myszy, którym przeszczepiono nowotwór płuc Lewisa, BS- 
RN-aza w dawce 20 (ig/g wagi ciała w 66% hamowała rozwój nowotworu i po
wstawanie przerzutów [35]. Sądzi się, że toksyczność BS-RN-azy wobec komórek 
nowotworowych może być spowodowana niższą ekspresją w tych komórkach na
turalnego inhibitora RN-azy [51].

Względna masa cząsteczkowa BS-RN-azy wynosi ok. 16 kD, a jej cząsteczka 
zawiera 150 aminokwasów. Jako jedyna RN-aza należąca do nadrodziny RN-azy 
A, występuje w postaci dimeru (tab. 1). Taką strukturę dimeru zapewniają dwa 
wiązania disiarczkowe (Cys-31 i Cys-32) oraz wiązania hydrofobowe [30, 31, 32, 
56]. Monomery tego enzymu wykazują 80% homologii sekwencji aminokwasowej 
z RN-azą A i podobną strukturę przestrzenną. Okazało się, iż działanie biologiczne 
wykazuje tylko struktura dimeryczna tego białka [40, 84].

Dimery BS-RNazy występują w dwóch formach molekularnych: MxM i M=M. 
W formie MxM N-końcowe, a-helikalne fragmenty o długości 17 aminokwasów 
są ułożone w taki sposób, że centrum katalityczne składa się z części pochodzących 
z obu podjednostek [2, 32, 33, 44, 51, 56] (rys. 1). W postaci M=M centrum 
katalityczne zbudowane jest w całości z aminokwasów tworzących tę samą pod- 
jednostkę. Obie formy są w stanie równowagi dynamicznej w proporcji MxM : 
M=M jak 2 : 1 [12, 30, 31, 32, 51, 56]. Opisane zjawisko ma duże znaczenie 
biologiczne, bowiem silnie redukujące środowisko cytozolu powoduje redukcję wią
zań disiarczkowych, nie powodując jednak redukcji wiązań wewnątrzcząsteczkowych 
[31]. W takim środowisku forma M=M rozpada się na monomery, które są szybko 
inaktywowane przez występujący we wnętrzu komórek inhibitor RN-az, który nie 
hamuje jednak aktywności form dimerycznych. Forma MxM przyjmuje strukturę 
dimeru NCD (noncovalent dimer) utrzymywaną przez oddziaływania niekowalen- 
cyjne pomiędzy wzajemnie wymienionymi fragmentami N-końcowymi [32, 51, 56] 
(rys. 2). Forma MxM odznacza się większą cytotoksycznością niż forma M=M 
[12], a jej akty wność jest modyfikowana kooperatywnie przez substrat [56]. Enzym 
ten wykazuje największe powinowactwo do 28S i 18S rRNA, słabiej natomiast 
działa na 5S, 5.8S i tRNA. Równoczesne zastosowanie kwasu retinojowego stukrotnie 
wzmaga cytotoksyczne działanie BS-RN-azy [81]. Podobnie jak w przypadku on- 
konazy, obecność metioniny na N-końcu (w pozycji -1) powoduje zmniejszenie 
aktywności przeciwnowotworowej tego białka [2].
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BS-RN-aza wiąże się specyfi
cznie z receptorami, które wystę
pują licznie w macierzy poza- 
komórkowej [40]. Komórki no
wotworowe rosnące w zawiesinie 
wiążą bardzo niewielkie ilości te
go enzymu i stąd są oporne na 
jego toksyczne działanie, podczas 
gdy komórki rosnące w postaci 
jednokomórkowej warstwy wiążą 
BS-RN-azę i są przez to białko 
niszczone. Równocześnie stwier
dzono, że komórki nietransformo- 
wane również wiążą i wchłaniają 
BS-RN-azę, jednak w tym 
przypadku nie wykazuje ona 
toksycznego działania [40]. 
BS-RN-aza w postaci dimeru mo
że przenikać dwuwarstwę lipido
wą, po czym wnika do aparatu 
Golgiego [81], powodując agre
gację pęcherzyków fosfolipido- 
wych i stabilizuje ich strukturę 
[32, 37].

Enzym ten niszczy plemniki w 
kanalikach nasiennych, nie naru
szając jednakże spermatogonii i 
innych komórek nabłonka ple- 
mnikotwórczego i stąd wstrzyk
nięty dojrzałym samcom szczura

RYSUNEK I. Stmktura hontodimeru BS-RN-azy: Poszczę- PowoduJe przejściową bezpłod-
gólne podjednostki rozróżniono odcieniem, regiony o stru- ność. Wykazano także, że wła-
kturze a-heliksu i ß-harmonijki zaznaczono wstęgą, regiony ściwości immunosupresyjne n a -
o strukturze nieregularnej zaznaczono linia ciągłą. W cen- s ien ja  ^  ;
trum cząsteczki dimeru znajdują się dwa wiązania disiarcz- . .
kowe (wg bazy danych SWISS-PROT, zmodyfikowano) ciw ciał skierowanych przeciwko

BS-RN -azie. BS-R N -aza jest 
cytotoksyczna wobec komórek 

zakażonych HIV-1 [84]. Interferon y, w stężeniu fizjologicznym, powoduje zwię
kszenie aktywności S-RN-azy wobec dwuniciowego RNA. Ponieważ taki RNA 
występuje w cyklu rozwojowym wielu wirusów, może to mieć związek z prze- 
ciwwirusowym działaniem interferonu.
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RYSUNEK 2. Wzajemne przemiany form molekularnych BS-RN-azy. Poza komórką forma MxM 
pozostaje w równowadze z formą M=M. Obie formy przechodzą przez błonę komórkową, gdzie następuje 
redukcja wiązań disiarczkowych. W przypadku homodimeru typu MxM (z wzajemną wymianą N-koń- 
ców) jego struktura jest zachowana wewnątrz komórki, co zabezpiecza cząsteczkę białka przed inakty- 

wacją przez inhibitor cytoplazmatyczny. Dysocjacja formy M=M umożliwia wiązanie inhibitora (i)

ANGIOGENINA

Angiogenina jest jednym z wielu znanych czynników mogących wywołać an- 
giogenezę m.in. podczas rozwoju zarodkowego, owulacji, implantacji, laktacji, od
twarzania tkanek po zranieniu i stanach zapalnych, a także podczas wzrostu 
nowotworów [11, 13, 83]. Podobnie działają m.in. TGF b -  transforming growth 
factor h i, TNF -  tumor necrosis factor, VEGF -  vascular endothelial growth 
factor, FGF -  fibroblast growth factor.

Ludzka angiogenina, po raz pierwszy wyizolowana z hodowli komórek linii 
nowotworowej HT-29 (nowotwór okrężnicy), jest białkiem zbudowanym z 123 
aminokwasów [1] (tab. 1). Obecność angiogeniny została stwierdzona także w su
rowicy krwi, fibroblastach i wątrobie [13, 48, 65]. Białko to wykazuje ok. 35% 
homologii sekwencji aminokwasów z RN-azą A i prawie niezmienioną strukturę 
centrum katalitycznego [1, 13]. Angiogeniny u różnych gatunków zwierząt mają 
bardzo podobną strukturę, a homologia sekwencji aminokwasowej angiogenin: my
siej, króliczej, wieprzowej i bydlęcej w porównaniu do białka ludzkiego wynosi
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odpowiednio: 75%, 73%, 66%, 65% [83]. Aminokwasy w pozycjach od 8 do 21 
decydują o specyficzności oddziaływania angiogeniny z substratami, ligandami lub 
receptorami. Sekwencja aminokwasowa tego regionu białka, w dotychczas poznanych 
angiogeninach jest wysoce konserwatywna [11]. Wymiana tych aminokwasów 
na homologiczny region RN-azy A powoduje zmianę właściwości biologicznych 
tego białka, prowadząc np. do dziesięciokrotnego zwiększenia zdolności wywo
ływania angiogenezy, nie wpływając równocześnie na aktywność enzymatyczną 
wobec większości substratów (18S i 28S rRNA, tRNA). Tak zmieniona angiogenina 
wykazuje ok. 30 razy mniejszą zdolność hamowania biosyntezy białka in vitro, 
podczas gdy RN-aza A, pozbawiona tego fragmentu aminokwasowego, nie ujawnia 
zmian swoich właściwości katalitycznych [11 ].

Mimo że aktywność enzymatyczna angiogeniny jest 105—106 razy niższa od 
aktywności RN-azy A [11], to jej efekt biologiczny ujawnia się już w małym 
stężeniu [11, 65]. Angiogenina hydrolizuje wszystkie badane rodzaje RN A (tRNA, 
18S i 28S rRNA, mRNA), aczkolwiek w literaturze przedmiotu zwraca się uwagę 
na specyficzność hydrolizy rRNA [11] i tRNA [65].

Gen angiogeniny znajduje się w chromosomie 14 w paśmie q 11 —q 13 [79] i 
nie zawiera intronów. Występują w nim trzy powtórzone sekwencje Alu. Interesujące 
jest to, że rearanżacja genów w tym regionie chromosomu jest często obserwowana 
u ludzi chorych na ataxia teleangiectasia, u których stwierdza się nietypowy rozrost 
naczyń krwionośnych oraz defekty immunologiczne i neurologiczne [79].

Wykazano, że angiogenina indukuje powstawanie naczyń krwionośnych w kos- 
mówce omoczniowej (chorioallantoic) zarodków kurczęcia i w rogówce oka szczura 
w stężeniach porównywalnych do tych, które wywołują inne czynniki angiogenezy 
in vitro [14]. Angiogenina w śródbłonku naczyń krwionośnych aktywuje fosfolipazę 
C i A2, indukuje powstawanie fosfatydyloinozytoli, diacylogliceroli oraz wydzielanie 
prostacyklin [8]. Ponieważ maksymalna stymulacja komórek śródbłonka do wy
dzielania prostacyklin ujawnia się poniżej stężenia angiogeniny we krwi, etapem 
ograniczającym działanie tego białka wydaje się być ekspresja receptora [8]. Re
gulacja wydzielania prostacyklin w komórkach jest mechanizmem zabezpieczającym 
naczynia krwionośne przed odkładaniem się na ich wewnętrznych powierzchniach 
płytek krwi. Dowiedziono w badaniach in vitro, że angiogenina wykazuje działanie 
immunosupresyjne, hamuje namnażanie ludzkich limfocytów stymulowanych przez 
hemoaglutyninę, konkawalinę A i allogeniczne limfocyty [8, 11].

Ustalono, że angiogenina nie wpływa na wzrost komórek linii nowotworów lu
dzkich [13], zarodków krowy i myszy oraz na spermatogenezę u myszy. W hodowli 
komórkowej, unieruchomiona na podłożu stałym, powoduje przyleganie i rozwój 
komórek śródbłonka i fibroblastów [70]. Jak wykazano w doświadczeniach in vitro, 
komórki wymagające do wzrostu adhezji produkują większe ilości angiogeniny 
[48]. Angiogenina wiąże się z macierzą pozakomórkową (ECM), z którą w warunkach 
prawidłowych nie ma kontaktu jako białko osocza krwi. Z tego względu przypuszcza
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się, że białko to bierze udział w naprawie uszkodzeń naczyń krwionośnych, po
wodując adhezję i migrację komórek [70].

Angiogenina dociera do komórki docelowej dzięki endocytozie, a następnie, 
podobnie jak niektóre inne czynniki angiogenezy, gromadzi się w jąderku [13, 
49]. Białkiem wiążącym angiogeninę jest a-aktyna [28, 49]. Angiogenina indukuje 
polimeryzację aktyny w stężeniach niższych od optymalnego dla polimeryzacji spon
tanicznej, co w konsekwencji może spowodować zmianę kształtu, migrację, pro
liferację i różnicowanie komórki. Wynikiem tych zmian może być wytworzenie 
naczynia włosowatego. Reorganizację pozakomórkowej aktyny w śródbłonku ro
gówki obserwowano podczas tworzenia i wzrostu naczyń [13, 28]. Angiogenina 
oddziaływuje ze specyficznym receptorem przez inną domenę białka (aminokwasy 
8 do 21) [11, 79] niż ta, która stanowi centrum katalityczne (aminokwasy 60 do 
68) [1, 8, 49, 61]. Prawdopodobnie w wyniku tego oddziaływania cząsteczka an- 
giogeniny tak zmienia swą konformację (przemieszczenie Gln-117 w położenie 
podobne do występującego w centrum katalitycznym RN-azy A), że jej aktywność 
enzymatyczna wzrasta od 2 do 40 razy. Może to mieć duże znaczenie w mechanizmie 
jej działania [1], gdyż wykazano, że efekt biologiczny tego białka jest ściśle związany 
z jego aktywnością rybonukleolityczną [11, 13, 61, 65, 66].

Duże zainteresowanie angiogeniną wynika z jej równoczesnej aktywności rybo- 
nukleolitycznej i immunosupresyjnej, ponieważ obie te aktywności mogą współ
działać w rozwoju nowotworów [43].

IMMUNOTOKSYNY I ICH ZASTOSOWANIE

Immunotoksyny są to białka powstałe w wyniku połączenia in vitro przeciwciała 
z białkiem o właściwościach toksycznych. Działanie takie wykazują rysbazy po
chodzące z mikroorganizmów i roślin [80], a także rysbazy zwierzęce, związane 
ze specyficznymi przeciwciałami [16, 52, 63, 64, 83].

Chociaż naturalnie występujące RN-azy m. in. trichosantyna, bryodyna i TAP 
29 [80] są wykorzystywane do zwalczania infekcji wirusowych, w tym wirusem 
HIV-1 [78], to największe nadzieje budzi możliwość konstruowania sztucznych 
immunotoksyn i chimer białek cytotoksycznych, działających wybiórczo na komórki 
nowotworowe. Białka cytotoksyczne działają katalitycznie, a nie stechiometrycznie 
i wymagają do swego działania internalizacji. Właściwości te powinny zapewnić 
przeżycie komórek zdrowych, nawet położonych blisko skupiska komórek nowo
tworowych. Tego warunku nie spełniają np. przeciwciała z przyłączonymi izotopami 
promieniotwórczymi lub powierzchniowo czynnymi związkami cytolitycznymi [63].

Immunotoksyny mogą być wytworzone poprzez chemiczne połączenie przeciw
ciała i toksyny (np. monoklonalnego przeciwciała skierowanego przeciw transferynie
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lub antygenowi CD5 i RN-azy A [52, 63]) lub też przez fuzję genów kodujących 
syntezę tych białek (np. genu kodującego łańcuch ciężki przeciwciała skierowanego 
przeciw receptorowi transferyny i genu kodującego angiogeninę [62, 63, 83]).

Niektóre immunotoksyny wytworzone metodami chemicznymi okazały się nie
aktywne, gdyż połączenie toksyny z przeciwciałem prowadziło do zablokowania 
centrum katalitycznego. Aby tego uniknąć, skonstruowano homologi RN-azy A 
zawierające dwie dodatkowe reszty cysteiny w tym samym miejscu co BS-RN-aza 
(Cys-31 i Cys-32). Powstałe białko tworzyło aktywne katalitycznie homodimery, 
podobne pod względem struktury do BS-RNazy i cytotoksyczne wobec transfor
mowanych nowotworowo fibroblastów [18].

Immunotoksyny działają skutecznie w warunkach in vitro, natomiast in vivo 
często wywołują reakcje odpornościowe, szczególnie jeśli jedna z części składowych 
immunotoksyny jest pochodzenia bakteryjnego lub roślinnego [63]. Powikłań tych 
można uniknąć wykorzystując ludzką RN-azę A i jej homologi, występujące 
w warunkach prawidłowych w płynach ustrojowych [52, 62, 63, 83]. Jednym z 
takich przykładów jest immunotoksyna złożona z RN-azy A i przeciwciał mo- 
noklonalnych skierowanych przeciw receptorom transferyny lub antygenowi CD5 
limfocytów T. Tak konstruowane białka okazały się toksyczne wyłącznie wobec 
komórek mających na swej powierzchni odpowiedni receptor. Immunotoksyny, za
wierające przeciwciało przeciw receptorowi transferyny, były toksyczne tylko wobec 
ludzkich komórek K562, U251 i Jurkat [52, 63, 83] (rys. 3 A). Równie toksyczna 
dla komórek K562 okazała się RN-aza A połączona z transferyną.

Wytworzenie immunotoksyn poprzez fuzję genów w niektórych przypadkach 
nie dało oczekiwanych wyników. Uzyskiwano niski poziom ekspresji tych genów 
przypuszczalnie spowodowany selekcją komórek produkujących małe ilości immu
notoksyny lub eliminacją komórek, które produkowały większe ilości toksyny. Me
todą fuzji genów skonstruowano silną toksynę przechodzącą przez błony komórek 
docelowych. Toksyna ta składa się z bamazy ( RN-azy z Bacillusamyloliquefaciens) 
i części egzotoksyny PE (z Pseudomonas aeruginosa) [83]. Za pomocą fuzji genu 
kodującego syntezę przeciwciała przeciw fosfatazie alkalicznej z genem BS-RN-azy, 
skonstruowano immunotoksynę skierowaną przeciw komórkom mającym na swej 
powierzchni łożyskową fosfatazę alkaliczną (rys. 3 B). Stwarza to możliwość wy
korzystania tego białka w celach terapeutycznych, gdyż enzym ten ulega ekspresji 
w komórkach wielu linii nowotworów gonad [16].

Jedna z firm farmaceutycznych opatentowała technologię produkcji cytotoksyn 
opartą na zmodyfikowanym genie rysbazy -  geloniny (gelonin, RIP I otrzymanej 
z nasion rośliny Gelonium multiflorum). Reszty cysteiny w otrzymanym w ten 
sposób analogu geloniny, umożliwiały wiązanie się z białkiem rozpoznającym spe
cyficzny receptor. W tym samym patencie zastrzeżono również zmodyfikowane 
sekwencje genów momordyny (momordin) I i II oraz RIP z jęczmienia 
(barley ribosome-inactivating protein -  BRIP) i immunotoksyny zbudowanej
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RYSUNEK 3. Schemat działania chimer cytotoksycznych rybonukleaz (cytotoxic ribonuclease chime
ras, CRCs) i immunotoksyn: A -  Działanie CRCs uzyskanych drogą chemicznego połączenia wiązaniem 
disiarczkowym. Otrzymane białko 454A12-RN-aza zbudowane jest z przeciwciała monoklonalnego 
(mAb) 454A12, skierowanego przeciw receptorom ludzkiej transferyny (TR) i RN-azy A. Receptor 
transferyny występuje w komórkach nowotworowych K562 (human erythroleukemia-derived cell line), 
U251 (ihuman glioblastoma) i Jurkat (human leukemia T cell line). B -  Działanie immunotoksyny 
otrzymanej drogą fuzji genów kodujących przeciwciało (scFv -  single-chain antibody) uzyskane z IgG 
H17E2, skierowane przeciw antygenowi ludzkiej zasadowej fosfatazy łożyskowej (hPLAP) i genu 
RN-azy z nasienia byka (BS-RN-azy). Otrzymane białko scFv-BSRN-aza występuje w formie dimeru. 
Ekspresja zasadowej fosfatazy łożyskowej następuje w ludzkich nowotworach jajników i jąder. Uzyska
ne w ten sposób białka cytotoksyczne łączą się z antygenami na powierzchni komórek docelowych, w 
nieznany dotychczas sposób wnikają do cytozolu i przypuszczalnie hydrolizując RNA, doprowadzają

do śmierci komórek

z GLIOMAB-H -  przeciwciała skierowanego przeciw glejakowi, czerniakowi zło
śliwemu i nowotworowi nadnerczy. Immunotoksyna ta zawiera przeciwciało o 
100% homologii do ludzkiej sekwencji aminokwasowej przeciwciał i jest już sto
sowana w terapii (informacja bieżąca -  patent).

W ostatnich latach prowadzono intensywne badania immunotoksyn (których 
składnikiem była często gelonina [5, 20, 29,75]), wykazujących wybiórcze działanie 
na komórki nowotworowe [15, 41, 42, 69]. Doświadczenia in vitro wykazały, że 
immunotoksyny te w przyszłości mogłyby być zastosowane w leczeniu gruczo- 
lakoraka płuc [69], białaczki szpikowej [54, 82], chłoniaka [54] lub czerniaka zło
śliwego [59]. Połączenie geloniny z monoklonalnym przeciwciałem skierowanym 
przeciw glikoproteinie gp 240, występującej na powierzchni większości komórek

http://rcin.org.pl



RYSBAZY 461

czerniaka, niszczy komórki tego nowotworu [50]. Podobnie gelonina, połączona 
z przeciwciałem rozpoznającym antygen CD33, stanowi potencjalny lek w terapii 
białaczki szpikowej [45]. Z kolei przeciwciało 15A8 połączone z geloniną może 
być w przyszłości zastosowane w terapii raka sutka [58]. Badania in vitro potwierdzają 
wybiórczą cytotoksyczność połączeń geloniny z interleukiną 2 w stosunku do ko
mórek wykazujących ekspresję receptora tej interleukiny [46].

Wyniki badań wskazują też na możliwość zastosowania immunotoksyn zawie
rających geloninę w leczeniu innych schorzeń, takich jak np. zapalenia nerek o 
podłożu autoimmunizacyjnym [47], malarii [73] i niszczeniu komórek zainfeko
wanych cytomegalowirusem [4]. Skonstruowano immunotoksyny złożone z prze
ciwciała skierowanego przeciw komórkom T i geloniny bądź rycyny [7, 24] oraz 
geloniny i przeciwciała skierowanego przeciw alfa-fetoproteinie [42], a także po
łączenia geloniny z innymi przeciwciałami [6, 19].

Obecnie rozpoczęto badania nad tworzeniem hormonotoksyn. W skład tych białek 
wchodzi gelonina i owcza lutropina (oLH) [67, 68]. Takie połączenia mogłyby 
być w przyszłości stosowane do niszczenia specyficznych komórek docelowych 
w gonadach [38].

Skonstruowano również immunotoksyny, w których skład wchodzi łańcuch A 
rycyny i różne przeciwciała np. przeciw ludzkim limfocytom [10], które mogłyby 
znaleźć zastosowanie w leczeniu chorób wywołanych nadmierną proliferacją lim
focytów [55, 85]. Bada się także immunotoksyny zawierające łańcuch A rycyny 
i przeciwciało RFT5 z nadzieją ich zastosowania w terapii chłoniaka Flodgkina 
[22], przeciwciało N901 testowane w leczeniu raka płuc [17, 36] lub przeciwciało 
CD7 sprawdzane w terapii ostrej białaczki limfocytarnej [77]. W terapii białaczki 
może też znaleźć zastosowanie nowa klasa białek cytotoksycznych uzyskanych 
dzięki połączeniu łańcucha B rycyny z interleukiną-2 [25].

Immunotoksyna złożona z łańcucha A rycyny i przeciwciała 4197X hamuje 
podziały ludzkich komórek nabłonka soczewki oka in vitro. W przyszłości, być 
może, znajdzie zastosowanie w zapobieganiu powikłaniom po operacyjnym leczeniu 
zaćmy [74].

Do leczenia miastena Gravis skonstruowano immunotoksyny składające się z 
receptora acetylocholiny połączonego z łańcuchem A rycyny lub z izotopem jodu 
[125I]. Próby laboratoryjne in vitro i in vivo na szczurach zakończyły się powo
dzeniem, a obecnie prowadzone są wstępne badania nad ewentualnym klinicznym 
zastosowaniem tych immunotoksyn [21, 76].

Prowadzone są także prace nad wykorzystaniem rysbaz -  rycyny i EDN w wy
tworzeniu immunotoksyn drugiej generacji -  otrzymanych w wyniku fuzji zmu
towanych genów toksyn i przeciwciała. Celem tych badań jest uzyskanie dużej 
specyficzności ich działania. Już obecnie trwają próby ich wykorzystania przy prze
szczepach szpiku kostnego i w zwalczaniu nowotworów mózgu [84].
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UWAGI KOŃCOWE

Omówione rysbazy występujące w organizmach ludzkim i zwierzęcych mają 
właściwości neurotoksyczne, angiogeniczne, immunosupresyjne, antywirusowe i 
ochraniające organizm przed pasożytami. Jednak cechą wspólną prawie wszystkich 
rysbaz jest ich cytotoksyczność, która jest wynikiem ich aktywności rybonukleo- 
litycznej. Właściwości te mogą być w przyszłości wykorzystane do zwalczania 
nowotworów, komórek zainfekowanych wirusami oraz w leczeniu innych chorób.

Szczególnie zastosowanie rysbaz w tworzeniu immunotoksyn i innych białek 
chimerycznych, selektywnie niszczących komórki może mieć w przyszłości duże 
znaczenie w medycynie.

W ostatnich latach poszukuje się nowych substancji aktywnych biologicznie 
o cechach rysbaz, które wykazują działanie cytotoksyczne i mogą być zastosowane 
jako składniki immunotoksyn. Trwają też badania nad modyfikacją znanych już 
rysbaz, które pozwolą na uzyskanie białek o lepszych właściwościach terapeuty
cznych.
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PATOLOGIA M OLEKULARNA CHOROBY  
CHARCOT-M ARIE-TOOTH*

TH E M O LECU LA R PA THO LOG Y OF CH A RCO T-M A RIE-TO O TH  
DISEASE

Andrzej Maciej KOCHAŃSKI

Katedra i Zakład Genetyki Medycznej 
Akademii Medycznej im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu

.Srre.yzczeme: Choroba Charcot-Marie-Tooth (CMT)jest najczęstszą polineuropatią genetycznie uwarun
kowaną. W przeciwieństwie do stosunkowo jednorodnego obrazu klinicznego podłoże molekularne 
choroby Charcot-Marie-Tooth jest bardzo złożone. Choroba dziedziczy się w sposób autosomalny 
dominujący, autosomalny recesywny oraz jako cecha sprzężona z chromosomem X. Obecnie znane są 
trzy geny odpowiedzialne za fenotyp choroby CMT. W pracy została omówiona patologia molekularna 
choroby CMT począwszy od genów przez białka i ich funkcje, a skończywszy na efekcie fenotypowym.

Słowa kluczowe: choroba Charcot-Marie-Tooth, DNA, rekombinacja, mutacje punktowe.

Summary: Charcot-Marie-Tooth disease (CMT) is the most common hereditary neuropathy. Contrary to 
the relatively homogenous clinical picture, molecular basis of Charcot-Marie-Tooth disease seems to be 
more compound. CMT may segregate as an autosomal dominant, X linked or autosomal recessive trait. 
Molecular genetic analyses have revealed some disease causing mechanisms that involve large DNA 
rearrangements and single point mutations. These molecular mechanisms lead to the poor function of 
myelin crucial proteins. This paper describes molecular pathology of Charcot-Marie-Tooth disease from 
a DNA level to the clinic.

Key words: DNA, point mutations, CMT disease, recombination.

WSTĘP

Choroba Charcot-Marie-Tooth (CMT) [8,13,39] jest najczęstszą dziedziczną 
polineuropatią (1 na 2500 urodzeń). Klinika choroby w przeciwieństwie do bardzo

*Pracę wykonano w ramach studium doktoranckiego
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złożonego podłoża molekularnego wydaje się być stosunkowo jednorodna. Składają 
się na nią zaniki mięśni kończyn dolnych, w szczególności dotyczą one mięśni 
strzałkowych oraz mięśni stóp. Do zaników mięśniowych kończyny dolnej dołączają 
zaniki mięśni rąk. U podłoża zaników leży upośledzenie przewodnictwa impulsu 
w nerwach obwodowych.

W zależności od podtypu choroby CMT dołączają się dodatkowe objawy kli
niczne. I tak do objawów rzadszych należą: porażenie nerwu przeponowego, sko
lioza, zaburzenia rytmu serca, zaburzenia motoryki przewodu pokarmowego. Wiek 
wystąpienia pierwszych objawów może być różny. W najczęstszym podtypie- 
CMT1A choroba zaczyna się w pierwszych dwóch dekadach życia. W podtypach 
związanych z mutacjami punktowymi CMT1B, CMT1C, CMTX przebieg bywa 
bardzo ciężki, a początek choroby przypada na wczesne dzieciństwo. Celem ni
niejszej pracy jest przedstawienie złożonego podłoża molekularnego choroby CMT, 
począwszy od wielkiej duplikacji (1,5 min par zasad), a skończywszy na mutacjach 
punktowych genów: PMP22, PO, Cx32.

KLASYFIKACJA CHOROBY CHARCOT-MARIE-TOOTH

Choroba CMT jest heterogenna genetycznie, dziedziczy się autosomalnie do- 
minująco, autosomalnie recesywnie oraz jako cecha sprzężona z chromosomem 
X. Typ autosomalny dominujący (CMT1) jest najczęstszy i dzieli się na podtypy: 
CMT1A, CMT IB oraz CMT1C.

Podtyp CMT1A jest najczęściej spotykaną formą choroby i jest sprzężony z 
chromosomem 17 ( 17pl 1.2pl2) [25,29,46]. Podtyp CMT1B jest sprzężony z chro
mosomem 1 (1 q21.2q23) [6], a podtyp CMT1C nie jest sprzężony ani z chromosomem 
1, ani z 17 [7]. Wyróżnia się również typ CMT2, który dzieli się na dwa podtypy 
CMT2A-locus Ip35p36[3,4] oraz CMT2B-locus 3q[22]. Forma autosomalna re- 
cesywna (CMT4A) jest stosunkowo rzadka i jest sprzężona z chromosomem 8 
(8q 13q21.1) [2]. Typ CMTX jest sprzężony z chromosomem X (Xq 13.1) [14].

Klasyfikacja choroby CMT nie jest zamknięta, gdyż wciąż odkrywane są nowe 
loci sprzężone z CMT.

PODŁOŻE MOLEKULARNE TYPU CMT1A

W typie pierwszym, najczęstszym, określanym jako CMT1A dochodzi do du
plikacji odcinka DNA znajdującego się w krótkim ramieniu chromosomu 17 w 
regionie pl 1.2-p.l2 [26]. Wielkość duplikacji w tym regionie wynosi około 3 min 
par zasad. Odcinek DNA podlegający duplikacji jest zawarty między sekwencjami 
mikrosatelitamymi występującymi zarówno proksymalnie, jak i dystalnie w stosunku 
do niego. Homologia między sekwencjami występującymi proksymalnie i dystalnie
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RYSUNEK 1. Klasyfikacja choroby Charcot-Marie-Tooth, skróty: EMG -  badanie elektromiografi- 
czne, CMT -  choroba Charcot-Marie-Tooth, PMP22 -  Peripherial Myelin Protein 22, PO -  protein

zero, Cx32- gen koneksyny 32

w stosunku do regionu duplikacji wynosi 90% [20,31,35]. Do duplikacji wielkości 
3 min par zasad w 17p dochodzi w czasie profazy I podziału mejotycznego, natomiast 
w homologicznym chromosomie 17 dochodzi do delecji w tym samym locus [19,33] 
W zduplikowanym regionie zmapowano gen o nazwie PMP22. Gen PMP22 [34,36] 
koduje białko o tej samej nazwie. Białko PMP22 [28, 42,44,47,48] stanowi 2-3% 
zawartości białkowej osłonek mielinowych w obwodowym układzie nerwowym. 
PMP22 ulega ekspresji w wielu tkankach. Obecnie przypisuje się dwie oddzielne 
funkcje białku PMP22. Pierwsza to rola PMP22 w rozwoju embrionalnym -  
m RNA białka PMP22 pojawia się w zarodku mysim w tkankach pochodzenia 
ektodermalnego, mezodermalnego i entodermalnego. Sugerowana rola PMP22 w 
obwodowym układzie nerwowym miałaby polegać na kontroli procesu mielinizacji 
nerwów obwodowych. Wykładnikiem morfologicznym patologicznej funkcji białka 
PMP22 w CMT są tzw. struktury cebulowate (ang. onion bulbs), które obserwuje 
się w mikroskopie świetlnym, w preparatach biopsyjnych mięśni osób chorujących 
na CMT1 A. Są to koncentrycznie zbudowane struktury, w środku których znajduje 
się włókno mielinowe, a wokół naprzemiennie ułożone są warstwy kolagenu i wy
pustek Schwanna [17]. Wykładnikiem elektrofizjologicznym zaburzenia mielinizacji 
w obwodowym układzie nerwowym jest zwolnienie przewodnictwa nerwowego 
w nerwie pośrodkowym poniżej wartości granicznej 38 m/s [17].
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GEN I BIAŁKO PO

Gen, którego mutacje prowadzą do CMT1B, to gen PO znajdujący się w chro
mosomie 1, w regionie q22-q23 [16,23,30]. Gen PO koduje białko o tej samej 
nazwie. Strukturalnie białko PO należy do klasy immunoglobulin. Białko PO ma 
również własności białka adhezyjnego [ 10,12,38,43,47]. Na podstawie modelu zwie
rzęcego sugeruje się, że podstawową funkcją białka PO jest utrzymywanie pra
widłowej cyklicznej, warstwowej struktury osłonki mielinowej nerwu obwodowego. 
W przypadku braku białka PO dochodzi do zatarcia dense linę osłonki mielinowej 
oraz do zaburzenia warstwowej struktury osłonki mielinowej. Obserwuje się nie
prawidłową strukturę mieliny oraz przyspieszoną demielinizację. Podobnie jak w 
CMT1A, badaniem w mikroskopie świetlnym stwierdza się struktury cebulowate. 
Jak dotychczas znaleziono kilka mutacji punktowych w genie PO związanych z 
CMT1B [16,21,24,41]. Większość mutacji genu PO to mutacje punktowe dotyczące 
domeny zewnątrzkomórkowej -  odpowiadającej za własności adhezyjne białka PO. 
Efektem jednej z mutacji jest zamiana jednego aminokwasu w dojrzałym białku 
PO, która najprawdopodobniej zakłóca modyfikacje białka PO zachodzące w apa
racie Golgiego określane jako dojrzewanie białka.

Następne dwie mutacje punktowe prowadzą do powstania „kodonów stop”, 
czego efektem jest powstanie rozpuszczalnej formy białka PO zawierającej tylko 
część zewnątrzkomórkową. Delecja 3 par zasad w genie PO, której efektem jest 
brak seryny w białku, prowadzi również do fenotypu CMT1B.

ROLA KONEKSYNY 32 W CMTX

W roku 1987 opisano nowy sposób dziedziczenia choroby Charcot-Marie-Tooth 
[5,9,37,40]. W tym wypadku choroba dziedziczy się w sposób recesywny sprzężony 
z chromosomem X.

Gen, którego mutacje są odpowiedzialne za powstanie CMTX zlokalizowano 
w pericentrycznym regionie ramienia długiego chromosomu X. Gen Cx32 koduje 
białko o nazwie koneksyna 32. Koneksyna 32 należy do dużej klasy białek zwanych 
koneksynami. Koneksyny mają zdolność oligomeryzacji, której efektem jest wy
tworzenie struktur wyższego rzędu, tzw. koneksonów. W koneksonie składającym 
się z 6 koneksyn mogą znajdować się identyczne (homoheksamer), jak i różne 
koneksyny (heteroheksamer). Koneksony są kanałami jonowymi o wybiórczej prze
puszczalności, warunkującymi przepływ jonów, wtórnych przekaźników oraz me
tabolitów komórkowych o masie cząsteczkowej nie większej niż 1 kDa. Koneksony 
zostały zaklasyfikowane do grupy połączeń typu gap. Koneksony zbudowane z 
koneksyny 32 występują w centralnym i obwodowym układzie nerwowym. Mutacje 
punktowe w genie Cx32 prowadzą do zaburzenia struktury podjednostek wcho
dzących w skład koneksonu. Tak zaburzona struktura koneksonu upośledza przepływ
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jonów w kanałach jonowych na poziomie komórkowym. Zwielokrotnienie zaburzeń 
przewodnictwa w kanałach jonowych manifestuje się jako upośledzenie przewod
nictwa nerwowego w nerwie obwodowym. Jak dotychczas poznano kilkanaście 
różnych mutacji punktowych genu Cx32 [11,18,32]. Większość z nich to mutacje 
nonsensowne, których efektem jest powstanie niefunkcjonalnego białka -  koneksyny 
32.

MODELE ZWIERZĘCE CHOROBY CHARCOT-MARIE-TOOTH

Modelem zwierzęcym choroby CMT1 jest mysz „Trembler”. Klinicznie u myszy 
„Trembler” występują objawy polineuropatii, tj. niestabilny chód, drżenie mięś
niowe, porażenie czterokończynowe. W badaniu patomorfologicznym nerwów ob
wodowych myszy „Trembler” stwierdza się:

-  hypomielinizację,
-  brak mielinizacji niektórych włókien,
-  scieńczenie osłonki mielinowej,
-  obecność struktur typu cebulowatych oraz
-  zaburzenie warstwowej struktury osłonki mielinowej.
Mutacje punktowe w genie PMP22 u myszy Trembler są identyczne z mutacjami 

punktowymi w genie PMP22 u pacjenta z ciężką postacią CMT. W przypadku 
myszy heterozygotycznych PMP22 pod względem zmutowanego allelu neuropatia 
rozwija się z pewnym opóźnieniem. Przewodnictwo nerwowe nie jest upośledzone, 
natomiast zmiany anatomopatologiczne są słabo wyrażone lub ich nie ma. Ilość 
białka PMP22 w postaci heterozygotycznej wydaje się być wystarczająca do pier
wotnej mielinizacj i , natomiast niewystarczająca do utrzymania prawidłowej struktury 
mieliny w życiu osobniczym. Podobnie do myszy Trembler myszy homozygotyczne 
pod względem zmutowanego allelu genu PO rozwijają polineuropatię o bardzo cięż
kim przebiegu. Mofologicznie obserwuje się degradację osłonek mielinowych, stru
ktury cebulowate oraz zatarcie struktury warstwowej osłonki mielinowej 
[1,15,27,45].

PODSUMOWANIE

Obecny stan badań ukazuje bogaty i różnorodny obraz patologii molekularnej 
choroby CMT. Tak różne mechanizmy, jak duplikacja wielkości 1,5 min par zasad 
czy pojedyncze mutacje punktowe, prowadzą do jednego wspólnego fenotypu cho
roby. Podział choroby Charcot-Marie-Tooth opierający się się na kryteriach pa
tologii molekularnej wydaje się mieć swoje praktyczne uzasadnienie. Poznanie coraz 
to nowych czynników w patologii molekularnej będzie podstawą prawidłowego 
poradnictwa genetycznego dla rodzin ryzyka. Jak dotychczas o rozpoznaniu de
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cydowały: rozpoznanie kliniczne, elektromiograficzne oraz biopsja mięśnia. Wzbo
gacenie zestawu badań o nowe techniki pozwalające na wykazanie zmian na 
poziomie DNA (FISH, PCR) hybrydyzacja Southerna otwiera możliwości bardzo 
wczesnego i precyzyjnego diagnozowania choroby.

Dzięki takiemu podejściu diagnostycznemu można precyzyjnie określić nosi
cielstwo patologicznego genu w rodzinach ryzyka, szanse posiadania zdrowego 
potomstwa itp. Innymi słowy genetyka medyczna zyskuje nowe narzędzie badawcze.

Niestety, podobnie jak w innych chorobach genetycznych istnieją bardzo ogra
niczone możliwości terapeutyczne. Na obecnym etapie rozwoju genetyki mole
kularnej nie można mówić o skutecznej terapii genowej w żadnym ze schorzeń 
genetycznych. Z drugiej jednak strony dokładne poznanie patogenezy stanowi pier
wszy krok do opracowania skutecznej terapii genowej.

Rozwój badań nad chorobą CMT poszerza ponadto znacznie zakres naszej 
wiedzy na temat mechanizmów molekularnych prowadzących do chorób uwarun
kowanych genetycznie.
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SPRAWOZDANIE 
Z DZIAŁALNOŚCI ZARZĄDU FUNDACJI BIOLOGII KOMÓRKI 

I BIOLOGII MOLEKULARNEJ 
ZA OKRES OD STYCZNIA DO GRUDNIA 1997

W obecnym okresie sprawozdawczym Zarząd działał w składzie: Jerzy Kawiak -  
prezes, Maciej Nałęcz -  wiceprezes, Maciej Zabel -  sekretarz. Odszedł od nas dr Maciej 
Kawalec, który zmarł pod koniec 1996 r., a na Jego miejsce skarbnikiem została dr Joanna 
Liwska. Skład Rady Fundacji nie zmienił się: Zofia Osuchowska -  przewodnicząca, 
członkowie: Tadeusz Cichocki, Antoni Horst, Józef Kałuża, Aleksander Koj, Włodzi
mierz Korohoda, Andrzej Łukaszyk, Andrzej Myśliwski, Maria Olszewska, Aleksandra 
Stojałowska, Jan Steffen. Zarząd pracował społecznie. Kadencja Zarządu upływa w roku 
1999.

W pracy Zarządu uczestniczyły panie: Ewa Próchniewicz -  księgowa oraz Barbara 
Miks, Danuta Wasilewska w rozprowadzaniu zeszytów „Postępów Biologii Komórki”. 
Zarząd składa tym osobom serdeczne podziękowania.

1. D ziałalność w ydawnicza
Jest to główny zakres działania Zarządu Fundacji. Fundacja wspiera wydawanie 

czasopism: „Folia Histochemica et Cytobiologica” oraz „Postępy Biologii Komórki”.
A. Folia Histochemica et Cytobiologica

Czasopismo ukazywało się regularnie w dotychczasowej formie odpowiadającej stand
ardom międzynarodowym. Wprowadzono zwyczaj publikowania artykułów przeglądo
wych pisanych przez wybitnych specjalistów. Skład i druk czasopisma odbywa się w 
Krakowie. Merytoryczną pieczę i decyzje o składzie redaktorów ma Polskie Towarzystwo 
Histochemików i Cytochemików. Od 1995 roku Towarzystwo jest formalnym właścicie
lem czasopisma. Wydawanie czasopisma odbywa się z pomocą finansową Komitetu 
Badań Naukowych oraz z funduszy zebranych ze sprzedaży czasopisma. Otwarto subkon
to Fundacji w PKO SA w Krakowie dla ułatwienia Redaktorom prowadzenia czasopisma. 
Współpraca Fundacji z Redaktorami prof. dr hab. J. Litwinem i doc. dr hab. B. Bilińską 
układa się bardzo dobrze.

Artykuły z „Folia” są indeksowane w: Medline, Biological Abstracts, ExcerptaMedica, 
Index Medicus, SciScarch, Research Alert.
B. Postępy Biologii Komórki

Czasopismo ukazywało się regularnie w dotychczasowej formie. W dalszym ciągu 
wydawano suplementy. Ukazały się dwa suplementy:

-  suplement 8 pt. „Mechanizmy regulacji ekspresji genów, część 2” pod redakcją prof. 
Z. Wasylewskiego zawiera materiały z konferencji „Rabka 1997” Instytutu Biologii 
Molekularnej UJ i jest kontynuacją omawiania zagadnień dotyczących ekspresji genów 
(część pierwszą zawierał suplement 7 pod redakcją Jacka Kuźnickiego);

-  suplement 9 pt. „Ultrastruktura i funkcja jądra komórkowego. Wybrane zagadnienia” 
pod redakcją prof. S. Bilińskiego; są to wykłady wygłoszone podczas 27 Konferencji 
Biologii Komórki 1997 tradycyjnie organizowanej wspólnie przez zarządy Polskiego
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Towarzystwa Anatomicznego, Polskiego Towarzystwa Histochemików i Cytochemików, 
Fundację Biologii Komórki i Biologii Molekularnej oraz Redakcję „Postępów Biologii 
Komórki” pod koniec roku.

Skład czasopisma odbywa się w dalszym ciągu w Wydawnictwie Fundacji „Rozwój 
SGGW” w Warszawie, a f-ma „Script” pomaga w składzie czasopisma i wspomaga 
współpracę z drukarniami.

Merytoryczną pieczę nad „Postępami” maod 25 lat Polskie Towarzystwo Anatomiczne 
oraz od 4 lat Polskie Towarzystwo Biologii Komórki. Tytuł własności czasopisma 
„Postępy Biologii Komórki” ma Fundacja Biologii Komórki i Biologii Molekularnej. 
Wydawanie czasopisma odbywa się z finansową pomocą Komitetu Badań Naukowych 
oraz z funduszy zebranych ze sprzedaży czasopisma.

2. W yróżnienia
W dalszym ciągu działała stała Komisja Nagród Fundacji pod przewodnictwem prof. 

Zofii Osuchowskiej. Członkami Komisji są: prof, dr Barbara Sztabert-Grzelakowska, dr 
hab. Agnieszka Mostowska, prof, dr Hieronim Bartel, prof. dr Stanisław Moskalewski, 
prof, dr Jerzy Kawiak.

Komisja opracowała regulamin dorocznej nagrody Fundacji. Konkurs nagród w 1997 
r. został ogłoszony w „Postępach Biologii Komórki”, w których ogłoszono też regulamin 
nagrody. W roku 1996 nagrodzono pracę W Diakowskiego i A. F. Sikorskiego pt. 
„Interaction of brain spectrin (fodrin) with phospholipids” ogłoszoną w Biochemistry r. 
34, 13252-13258, 1995, a w 1997 r. nagrodzono pracę Marii Siweckiej pt. „Purification 
and some properties of a novel dsRNA degrading nuclease bound to rye germ rybosomes" 
ogłoszoną w Acta Biochimica Polonica v. 44, 61-68, 1997.

W dniu 25 lipca 1997 r. w obecności prof. dr Z. Osuchowskiej, księgowej p. Ewy 
Próchniewicz i prezesa J. Kawiaka odbyło się przekazanie informacji o stanie finansowym 
Fundacji nowemu skarbnikowi p. Joannie Liwskiej (zał.). Zarząd Fundacji wystąpił do 
Komitetu Badań Naukowych o dotację na dalsze wydawanie obu czasopism w roku 1998 
i dotację tę otrzymał. Fundatorzy Fundacji w osobach: prof, dr Tadeusz Cichocki, prof, 
dr Andrzej Łukaszyk, prof, dr Andrzej Myśliwski są co roku proszeni o kontrolę finansów 
Fundacji.

Zarząd korzysta z kserokopiarki, która jest własnością Fundacji oraz przeznacza część 
funduszy na opłaty pocztowe oraz zakup materiałów biurowych koniecznych do prowa
dzenia działalności bieżącej. W 1997 r. został też zakupiony komputer dla redakcji „Folia” 
w Krakowie.

Poprzednie sprawozdanie Fundacji było opublikowane w „Postępach Biologii Komór
ki” t. 23, s. 717-721, 1996.

Prezes Fundacji 
Jerzy Kawiak

Wiceprezes 
Maciej Nałęcz

Sekretarz 
Maciej Zabel
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Załącznik do Sprawozdania
PROTO KÓ Ł

z posiedzenia członków  Rady Fundacji B iologii Komórki i B iologii Molekularnej w dniu 
25.07 .1997  w Zakładzie C ytologu Klinicznej CMKP, W arszawa

Obecni: prof. dr hab. Zofia Osuchowska -  przewodnicząca Rady Fundacji, doc. 
dr hab. Joanna Liwska -  członek Zarządu, p. Ewa Próchniewicz -  księgowa, prof. 
dr hab. Jerzy Kawiak -  prezes Fundacji.

Sprawdzono stan kasy i konta bankowego w Banku PKO SA IV Oddz. Warszawa 
od stycznia 1997 r. do 25 lipca 1997 r.

1. Stwierdzono, że:
-  saldo końcowe wynosi w Warszawie konto -  22 386,53 zł, subkonto -  

50 000,00 zł, w Krakowie subkonto -  14 134,33 zł;
-  na wydanie 3 zeszytów „Postępów Biologii Komórki” w 1997 r. wydano -  

10 430,00 zł:
-  rachunki były prowadzone prawidłowo.
2. Postanowiono zwrócić się do Redakcji „Folia Histochemica et Cytobiologica” 

z prośbą o przysłanie rachunków ew. kopii rachunków za wydanie 3 zeszytów 
„Folii” w 1997 r.

3. Sądzimy, że finanse Fundacji pozwalają na wydanie czwartego zeszytu „Po
stępów” z 1997 r. oraz suplementów 8 i 9 /1997.

4. Postanowiono zwrócić się do KBN o dotację na rok 1998 na wydanie obu 
czasopism w roku 1998.

Warszawa 25 lipca 1997 r.
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K O M UN IK ATY

IV KONFERENCJA POLSKIEGO TOWARZYSTWA CYTOMETRR 
PRZEPŁYWOWEJ

Konferencja nt. „Cytometria przepływowa w badaniach naukowych i diagno
styce” odbędzie się w Gdańsku w dniu 18 października 1998 roku. W programie 
przewidujemy wystąpienia zaproszonych gości oraz sesję plakatową. Wykładowcami 
będą: Zbigniew Darżynkiewicz (Nowy Jork, USA), Jim Watson (Cambridge, W. 
Brytania), Carleton Stewart (Buffalo, USA), Paul Robinson {West Lafayette, USA), 
David Hedley {Toronto, Kanada), Jan Kapuściński {Gdańsk, Polska).

Bezpośrednio po Konferencji w dniach 18-21 października zostaną zorganizowane 
warsztaty metodyczne z udziałem zaproszonych wykładowców. Konferencja oraz 
warsztaty będą prowadzone w języku angielskim. Liczba uczestników warsztatów 
jest ograniczona, prosimy zatem o oddzielne zaznaczenie zamiaru udziału w tej 
części Konferencji. Osoby zainteresowane udziałem prosimy o nadsyłanie zgłoszeń 
uczestnictwa w terminie do 30 kwietnia 1998 roku na adres Komitetu Organiza
cyjnego:

Dr hab. Jacek  B igda Prof, dr hab. A ndrzej M yśliw sk i
Sekretarz Komitetu Organizacyjnego Przewodniczący Komitetu O rganizacyjnego
Katedra H istologii i Im m unologii AM Gdańsk E-mail: anmys@ am ed01 .amg.gda.pl
ul. Dębinki 1, 80-211 Gdańsk
tel/fax 058-3023673
e-m ail: jjbigd@ am ed01.am g.gda.pl

Poniższy formularz proszę odciąć i przestać na adres Komitetu Organizacyjnego

Zgłoszenie uczestnictwa 
w IV Konferencji Polskiego Towarzystwa Cytometrii Przepływowej

Imię i nazwisko

Adres

T e le f o n ............................................................F a x ...............................................
E -m a il.......................................................................................................................

Jestem zainteresowana/y/ udziałem w warsztatach metodycznych (właściwe za
kreślić): 

tak / nie

podpis

http://rcin.org.pl
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VII OGÓLNOPOLSKA KONFERENCJA BIOLOGII KOMÓRKI 
THE VIITH POLISH CONFERENCE ON CELL BIOLOGY

Uprzejmie informujemy, że VII Ogólnopolska Konferencja Biologii Komórki 
zostanie zorganizowana w 1999 roku , w dniach 9 (środa) do 12 (sobota) września, 
w Krakowie.

Za organizację Konferencji z upoważnienia Polskiego Towarzystwa Biologii Ko
mórki odpowiedzialni będą profesorowie: Tadeusz Cichocki, Włodzimierz Ko- 
rohoda i Stanisław Przestalski.

Zainteresowanych prosimy o śledzenie dalszych komunikatów.

First Announcement. The Vllth Polish Conference on Cell Biology will be 
organized in Cracow, on 9 (Wednesday) to 12 (Saturday) September 1999.

For the organization of Conference the professors: Tadeusz Cichocki, Wło
dzimierz Korohoda and Stanisław Przestalski have been chosen by the Polish Cell 
Biology Society.

Please keep attention to the forthcoming communicates.

XXXIII KONFERENCJA NAUKOWA POLSKIEGO 
TOWARZYSTWA HISTOCHEMIKÓW I CYTOCHEMIKÓW

Uprzejmie informujemy, że w dniach 3-5 września 1998 r. odbędzie się w Ka
zimierzu Dolnym nad Wisłą XXXIII Konferencja Naukowa PTHiC.

Zgłoszenie uczestnictwa prosimy przesyłać na adres Sekretariatu Konferencji

Katedra Histologii i Embriologii Akademii Medycznej w Lublinie 
ul. Radziwiłłowska 11, 20-080 Lublin, tel. (081) 53-216-36 
e-mail: jodla@eskulap.am.lublin.pl

Komitet Organizacyjny XXXIII Konferencji Naukowej PTHiC
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LISTY DO REDAKCJI

Prof. d r Mieczysław Chorąży (Zakład Biologii Molekularnej, Centrum On
kologii, Instytut im. Marii Skłodowskiej-Curie, 44-100 Gliwice) nadesłał list z na
stępującą informacją o poprawnym zapisie nazw genów i białek. Podstawowe 
reguły:

* geny wirusów, bakterii, roślin, zwierząt (oprócz człowieka) powinny być 
pisane małymi literami i kursywą, np. bcl-2, agrB, env;

* geny ludzkie zapisujemy dużymi literami i kursywą, np. N-MYC, BCL-2, 
RAS;

* białka zwierząt -  pierwsza litera symbolu duża, pismo proste, np. Myc,
Fos, Ras;

* białka ludzkie -  symbol dużymi literami, pismo proste, np. RAS, TNF, IL- 
1.

Redakcja „Postępów” uprzejmie prosi Autorów o przestrzeganie reguł propo
nowanych przez Autora listu.

Wskazówki przygotowania rysunków do publikacji w PBK

Dostarczane na dyskietkach teksty powinny być napisane w Wordzie, wersja 
6,0 lub wcześniejsza. Jeśli w tekst zostały wstawione rysunki, powinny one zostać 
umieszczone osobno na dyskietce. Powinny to być albo mapy bitowe (.TIF, .PCX), 
albo pliki z Corela, wersja 5,0 lub wcześniejsza. Każda wersja Worda lub Corela 
pozwala na zachowanie pracy w formacie wersji wcześniejszej.

Cennik odbitek prac dla Autorów w 1997 r.

Liczba odbitek 50 100 200 400
Cena zł 40,00 60,00 80,00 100,00

Zamówienie na odbitki musi być złożone wraz z przesłaną korektą pracy.
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ERRATA

do pracy E. Krzywnickiej, S. Kowalczyka pt. „Molekularne mechanizmy samo- 
niezgodności izomorficznej zapobiegające samozapłodnieniu roślin okrytonasien
nych” PBK 1998 25,1, s. 75.

Na stronie 84 zamieszczono rysunek 4 w postaci:

a powinien wyglądać jak niżej

Za popełnione błędy redakcja przeprasza Autorów i Czytelników.
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IN FO RM A CJE DLA AU TO RÓ W

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

POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI zamieszczają:
1) artykuły przeglądowe nie przekraczające 20 stron maszynopisu i do 100 pozycji bibliograficznych w zasadzie z ostatnich 5 lat 

(do 10% pozycji bibliograficznych starszych);
2) doniesienia z ostatniej chwili na 3-5  stronach maszynopisu z kilkoma pozycjami bibliograficznymi ostatniego roku (licząc od 

daty w ysłania do redakcji);
3) listy do redakcji ( do 1 strony maszynopisu).
Tekst pracy i załączniki należy przesyłać w dwóch egzemplarzach. Maszynopis powinien być pisany jednostron

nie na papierze formatu A4 z podwójną interlinią i marginesem 4 cm po lewej stronie. Ostateczna wersja tekstu i 
rysunki (wskazówki na s. 482) powinna być przysłana na dyskietce 3,5" jako plik (file) Windows lub ASCII. Pierwsza 
strona nie numerowana przeznaczona dla redakcji winna zawierać: imiona i nazwiska autorów oraz ich tytuły 
naukowe, adresy w pracy i domowy wraz z telefonem, tytuł pracy w języku polskim i angielskim oraz liczbę stron 
maszynopisu, liczbę tabel i rysunków. Na pierwszej (numerowanej) stronie należy podać kolejno tytuł pracy w języku 
polskim i angielskim, imiona (w pełnym brzmieniu) i nazwiska autorów, nazwę zakładu naukowego, nazwisko i adres 
autora prowadzącego korespondencję, informację o dofinansowaniu pracy oraz skrót tytułu (do 40 znaków). Następna 
strona powinna zawierać w języku polskim i angielskim streszczenie (do 150 słów) oraz słowa kluczowe -  3 do 10 
słów zgodnych z terminami w Medical Subject Headings (Index Medicus), o ile są tam zawarte. W tytule i streszczeniu 
można stosować jedynie powszechnie przyjęte skróty, np. DNA. Tekst artykułu należy rozpocząć od nowej strony. 
W tekście nie zamieszczać tabel, schematów lub rysunków, a jedynie zaznaczyć ołówkiem na marginesie ich 
lokalizację (np. tab. 1, rys. 1 itp.). Dla przejrzystości tekst można podzielić na tytułowane i numerowane rozdziały 
oraz podrozdziały. Od nowej strony należy podać spis literatury. Skróty nazw czasopism podawać należy według 
Index M edicus (listy czasopism publikowane są corocznie w numerze styczniowym). Powołanie w tekście następuje 
przez podanie kolejnego numeru pozycji w spisie literatury w nawiasie kwadratowym ( np. [5]). Spis literatury należy 
zestawić alfabetycznie według następującego wzoru:

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

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

Tabele, opisy schematów i rysunków powinny być załączone na oddzielnych stronach. Schematy i rysunki muszą 
być wykonane w postaci nadającej się do reprodukcji. Fotografie powinny być kontrastowe i wykonane na 
błyszczącym papierze. Wymiary poszczególnych rysunków, schematów i fotografii nie mogą przekraczać 125 x 180 
mm lub ich połowy. Jeżeli załączniki są zapożyczone z innych źródeł, należy podać, skąd zostały zaczerpnięte i 
dołączyć zgodę autora i wydawnictwa na reprodukcję, jeżeli materiały te zamieszcza się w niezmienionej formie. 
W szystkie załączniki muszą być opatrzone na odwrocie nazwiskiem pierwszego autora i oznaczeniem góry i dołu 
ilustracji. Stosowane jednostki miar muszą być zgodne z układem SI.

Redakcja zastrzega sobie prawo dokonywania skrótów uzgodnionych z autorem. Autor zobowiązany jest do 
wykonania korekty autorskiej i zwrócenia jej w ciągu doby. Koszty, spowodowane większymi zmianami tekstu 
wprowadzanymi w korekcie poza poprawkami błędów drukarskich, ponosi autor. Autorzy otrzymują bezpłatnie 1 
egz. zeszytu PBK z opublikowaną pracą oraz mogą zamówić odbitki odpłatnie odsyłając korektę, cennik na s. 482.

Redakcja prosi o propozycję do 5 osób (nazwisko, imię, adres, fax), które byłyby odpowiednimi recenzentami 
maszynopisu, nie powinny jednak być pracownikami instytucji, w której pracuje autor, ani jego współpracownikami. 
Redakcja prosi także głównego Autora o dołączenie do maszynopisu podpisanej odpowiedzi na następujące pytania: 
Dołączono 2 kopie maszynopisu, Treść pracy nie była uprzednio publikowana i nie została
tabel i rycin. tak nie wysłana do innej redakcji. tak nie
Wszyscy Autorzy znają i akceptują pracę, tak nie Dołączono kopię pracy na dyskietce z podaniem nazwy
Jest zgoda osób, których informacje niepubli- pliku i użytego programu edycyjnego z komputera IBM tak nie
kowane są zamieszczone w tekście artykułu tak nie Odpowiadam za całość pracy opisanej w zał. maszyn, tak nie
Wyrażam zgodę na to, że artykuł po przyjęciu do druku w "Postępach Biologii Komórki" przechodzi na własność reda
kcji i jego reprodukcja wymaga zgody redakcji. podpis
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