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W tym Zeszycie

W ,Postepach Biologii Komorki” ukazato sie kilka artykutéw na temat
apoptozy: t. 22, 247, 1995; t. 23, 299, 1996; t.24, 561, 1997. Kolejny
artykut znajdzie Czytelnik na stronie 315 obecnego zeszytu.

Septyny stanowig rodzine biatek wystepujacych w komdérkach wszy-
stkich dotychczas przebadanych eukariontéw. Biatka te zdajg sie by¢
zaangazowane w cytokineze, ale takze w inne procesy, takie jak np.
gojenie rany czy przywieranie komérek do podtoza w punktach adhezji
(artykut na str. 335).

Wirusy Papilloma (PV), szczegdlnie ludzkie wirusy PV, sg badane w
wielu o$rodkach na Swiecie. Wigze sie to z udzialem tych wiruséw w
patogenezie schorzen skoéry, bton sluzowych jamy ustnej i gardta oraz
narzadéw piciowych. W genomie wirusGw mozna wyrézni¢ region
wczesny (E) kodujacy biatka niezbedne w transformacji nowotworowej
komoérek gospodarza. Blizsze szczegoly znajdzie Czytelnik na str. 379.

W artykule na str. 403 Autor dyskutuje mechanizm rozdzielania par
chromatyd w mitozie albo par chromosoméw homologicznych w mejo-
zie. Mechanizm ten wyklucza mozliwos¢, ze dwaj partnerzy jednej pary
przejda do tego samego bieguna wrzeciona mitotycnego. Proste sche-

maty w tek$cie ulatwiajg zrozumienie doswiadczen cytowanych auto-
réow.

W badaniach nad adaptacjg do stresu oksydacyjnego u drozdzy wyka-
zano ogromna réznorodnos¢ mozliwych drég odpowiedzi komérkowej
(przeglad na str. 429). Sg one w wielu miejscach zbiezne z reakcjami
na inne toksyczne czynniki i niekorzystne warunki.

Na stronie 449 Czytelnik znajdzie kolejny artykut o Rysbazach - rybo-
nukleazach o specjalnym dziataniu biologicznym u zwierzat i ludzi
(poprzedni artykut bytw PBK t. 25, 51, 1998). Przez chemiczne sprze-
zenie RN-az z przeciwciatami otrzymuje sie immunotoksyny o wybiér-
czej cytotoksycznosci w stosunku do komdrek. Angiogenina jest
homologiem trzustkowej RN-azy i pobudza proliferacje naczyn krwio-
nosnych.
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APOPTOZA - SMIERC WARUNKUJACA ZYCIE

APOPTOSIS - DEATH AS CONDITION OF LIFE

Tomasz MOTYL
Katedra Fizjologii Zwierzat, Wydziat Weterynaryjny SGGW, Warszawa

Streszczenie: Pomimo licznych badan, molekularny mechanizm apoptozy wciaz nie jest dobrze poznany.
Proces apoptozy moze by¢ podzielony na trzy nastepujace po sobie fazy: wzbudzenia, wykonawczg i
zniszczenia. O ile faza wzbudzenia zalezy od czynnika wywotujgcego apoptoze, to fazy: wykonawcza i
zniszczenia wydajg sie by¢ wspdlne dla wszystkich proceséw apoptotycznych. W niniejszym artykule
skupiono uwage przede wszystkim na mechanizmie i regulacji apoptozy na podstawie danych literatu-
rowych i czeSciowo wihasnych obserwacji. Te ostatnie dotyczyty gtdwnie roli biatek z rodziny Bcl-2 w
regulacji apoptozy oraz wptywu hormonéw, czynnikéw wzrostowych, reaktywnych form tlenu oraz
gtodzenia na ekspresje bcl-2 i bax w réznych typach komérek, np. mysiej biataczce limfatycznej linii
L1210, nabtonku gruczotu mlekowego myszy linii HC11, mioblastach szczurzych linii L6.

Stowa kluczowe: apoptoza, programowana $mieré¢ komorki, czynna $mieré¢ komorki, 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 fizjologiczng, programowana, czynng, samobdjcza badZ altrui-

styczng $miercig komérki. Te synonimy bywajg stosowane zamiennie w literaturze
naukowej i popularnonaukowej. Nazwa wywodzi sie z greckiego Zrédtostowu apo-
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ptosis, co oznacza spadanie lub opadanie, tak jak opadanie ptatkéw kwiatowych
lub tez lisci z drzew jesienig. Termin ten zostat zaproponowany przez australij-
sko-szkocka grupe badaczy: Kerra, Wyllie i Currie w 1972 r. dla podkreslenia
naturalnego, fizjologicznego charakteru tego zjawiska. Po tym odkryciu nastgpita
dziesiecioletnia, wzgledna cisza w literaturze naukowej. Renesans badan nad apo-
ptoza nastgpit w latach osiemdziesigtych, lecz prawdziwa eksplozja prac w tym
zakresie to lata dziewieCdziesiate, a zwtaszcza 1995 i 1996 r., w ktérych zanotowano
po kilka tysiecy publikacji zwigzanych tematycznie z tym fenomenem. Jest to w
tej chwili chyba najmodniejszy i najlepiej finansowany temat w naukach przy-
rodniczych. Odkrycie apoptozy pozwolito na osiggniecie nowej jakosci w poznaniu
biologii komorki, otwierajgc nowe mozliwosci dla interpretacji starych badan i
dynamicznego rozwoju nowych. Ogromna liczba prac z zakresu apoptozy i uznanie
wielu danych za og6lnie przyjete stanowig przyczyne skapego cytowania w ni-
niejszym opracowaniu, ograniczajagcego sie wytgcznie do kluczowych badz naj-
nowszych pozycji.

WYSTEPOWANIE | FIZIOLOGICZNE ZNACZENIE
APOPTOZY

Apoptoza jest procesem przeciwstawnym w stosunku do mitozy i wspoélnie z
nig decyduje o liczbie komérek w kazdej populacji. Wynika stagd ogromne znaczenie
apoptozy w embriogenezie, wzroscie i rozwoju narzagdéw oraz ich inwolucji. Kla-
sycznym przyktadem programowanej sSmierci komorki u zwierzat nizszych jest apo-
ptoza 131 komérek spos$réd 1090 poczatkowych, podczas rozwoju nicienia
Caenorhabditis elegans. U tego jednomilimetrowego organizmu poznano wszystkie
kluczowe geny, ktérych biatkowe produkty uczestniczg w regulacji apoptozy (patrz
Mechanizm iregulacja apoptozy). Innym typowym przyktadem apoptozy w rozwoju
kregowcdw nizszych jest Smier¢ komorek ogona kijanki w procesie metamorfozy.
Istnieje wiele przyktadéw apoptozy w rozwoju osobniczym ssakéw, w tym takze
cztowieka, m.in.: $mier¢ blisko potowy neuronéw powstajgcych w trakcie embrio-
genezy w rozwoju uktadu nerwowego, apoptotyczna $mier¢ komorek soczewki
oka w czasie jej ksztattowania czy zanik btony ptawnej miedzy palcami u zarodka
ludzkiego. W zyciu postnatalnym wystepuje: apoptoza keratynocytow skéry, ko-
marek krypt jelitowych, komoérek endometrium macicy w czasie menstruacji, ko-
morek nabtonka wydzielniczego gruczotu mlekowego w trakcie inwoluciji,
spermatogonii podczas réznicowania oraz uszkodzonych plemnikéw, limfocytow
T nie wytwarzajgcych funkcjonalnego receptora lub atakujacych wiasne tkanki,
a takze pobudzonych limfocytow T z chwilg zaniku infekcji.
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Nalezy podkresli¢ kluczowa role apoptozy w eliminacji komérek uszkodzonych,
zmutowanych i preneoplastycznych, ktérych tysigce powstajg kazdego dnia w or-
ganizmie cztowieka i zwierzecia. Komérki z uszkodzonym DNA podlegajg za-
trzymaniu w fazie Gj cyklu komdrkowego i o ile nie zostanie usuniety defekt
genetyczny, wigczajg program samounicestwienia. Wraz ze starzeniem sie organizmu
zdolnos¢ wywotywania apoptozy maleje i komoérki zmutowane wchodza w cykl
komorkowy dajac nieprawidtowe potomstwo. Wyjasnia to przynajmniej czesciowo
nasilenie nowotworzenia w starszym wieku. Na podstawie ponizszych danych mozna
z catym przekonaniem stwierdzi¢, iz apoptoza jako S$mier¢ jednostkowa jest do-
brodziejstwem dla organizmu wielokomérkowego, pozwalajagcym najego przezycie
i rozwdj. Nie jest wiec przesadne stwierdzenie: ,,Smier¢ warunkujaca zycie” uzyte
w tytule niniejszego opracowania.

JAK WYKRYC APOPTOZE?
KRYTERIA MORFOLOGICZNE | MOLEKULARNE

Nasuwa sie pytanie: dlaczego przez tyle lat nie potrafiono rozpoznaé i zdefiniowac
tego kluczowego dla zycia zjawiska? Sposrdd najbardziej prawdopodobnych przy-
czyn nalezy wymienié: wystepowanie apoptozy w pojedynczych, rozproszonych
komorkach, duza szybkos¢ tego procesu, brak reakcji zapalnych oraz skrzetne uprza-
tanie komoérek podlegajacych apoptozie przez makrofagi.

Dotychczas nie osiggnieto porozumienia co do definicji apoptozy, co wynika
z bardzo duzej liczby czynnikéw i drég prowadzacych do tej formy $mierci ko-
madrkowej. Zgodnie z klasyczng definicjg zaproponowang jeszcze przez Kerra i
wsp. [17] apoptoza stanowi zesp6t zmian biochemicznych i morfologicznych wy-
stepujacych w umierajgcej komdrce. Apoptoza, jako $mieré czynna wymagajaca
w swym przebiegu syntezy RNA i biatka, jest alternatywna formg Smierci w
stosunku do martwicy, ktéra jest $miercig przypadkowa - bierna.

Martwica powstaje w wyniku oddziatywania na komdrke bodzcéw uszkadza-
jacych, np. chemicznych czy fizycznych, prowadzacych zawsze do zniesienia in-
tegralnosci btony komérkowej. W wyniku tego dochodzi do zaburzenia homeostazy
komérkowej (izoosmii, izojonii, izohydrii), pecznienia komorki i organelli, w na-
stepstwie ich destrukcji i wydostawania sie zawarto$ci poza komorke, co w kon-
sekwencji prowadzi do reakcji zapalnych. Apoptoza w poréwnaniu z martwica
jest Smiercig cicha, ktéra w organizmie wielokomérkowym nie pozostawia $ladu
po sobie. Przede wszystkim komorka, ktéra spontanicznie wigczy program $mierci
badZz zostata zmuszona do tego, oddziela sie od pozostatych komorek i obkurcza
sie tracgc pewng ilos¢ wody. Stad pochodzi pierwotna nazwa apoptozy - shrinkage
necrosis. Na powierzchni komorki pojawiajg sie liczne pofatdowania, ktére pod
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RYSUNEK 1 Zmiany morfologiczne komérek mysiej biataczki limfatycznej linii L1210 poddanych
48-godzinej inkubacji z TGF-(3] (Lng/ml): a- kondensacja chromatyny ijej marginacja w poblizu btony
jadrowej; b - obkurczenie komérki, zageszczenie cytoplazmy i pyknoza jadra; c, d - fragmentacja jadra
komoérkowego i wtérne zmiany w cytoplazmie i organellach (mikroskop elektronowy transmisyjny;
powiekszenie 5000x)



mikroskopem skaningowym wyglg-
dajajak babelki w czasie gotowania.
Jednocze$nie dochodzi do zmian w
chromatynie jadrowej polegajacej na
jej zageszczeniu oraz dalszego
zmniejszania objetosci komorki. Za-
geszczona chromatyna gromadzi sie
poczatkowo w poblizu btony jadro-
wej (rys. 1a), po czym zaczyna wy-
petnia¢ cale jadro, ktore staje sie
pyknotyczne (rys. Ib). Cytoplazma
jest zbita, z gesto upakowanymi or-
ganellami. W dalszym etapie destru-
kcji apoptotycznej dochodzi do
fragmentacji jadra komorkowego
(rys. Ic) oraz powstawania tzw. ciat
apoptotycznych, zbudowanych z
fragmentow zageszczonej chromaty-
ny i cytozolu, otoczonych szczelnie
btong komorkowa. Dzieki dodatko-
wym wigzaniom pomiedzy biatkami
btonowymi tworzy sie nierozpusz-
czalna ostona stabilizujaca integral-
nos¢ najpierw catej komorki
apoptotycznej, a pozniej ciat apopto-
tycznych, nie pozwalajgca na wydo-
stawanie sie zawarto$ci komorki na
zewnatrz i powstawanie odczynow

zapalnych. W warunkach fizjologi-
cznych komorki podlegajace apopto-

zie sa fagocytowane me pozostawia-
jac po sobie zadnego S$ladu. W
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RYSUNEK 2. Fragmentacja DNA komérek mysiej bia-
faczki limfatycznej linii L1210 poddanych48-godzinnej

inkubacji z TGF-|3i: M-XDNA EcoRI Hind Il (marker
wielkosci); 1- pozywka kontrolna (2% FCS/RPMI-
1640); 2 - pozywka kontrolna + TGF-(3i (1 ng/ml)

warunkach sztucznych, jakimi sg hodowle komdrkowe, wobec braku komdrek fago-
cytujacych komdarki apoptotyczne ulegajg wtérnej martwicy (rys. Id).

Do molekularnych kryteriow pozwalajgcych na odrdznienie apoptozy od nekrozy
jest fragmentacja DNA, ktérg mozna wykry¢ w postaci charakterystycznej ,,drabinki”
fragmentdbw DNA zawierajgcych 180-200 par zasad i wielokrotnos¢ tej liczby,
stosujagc elektroforeze DNA na zelu agarozowym lub poliakrylamidowym. Na ry-
sunku 2 przedstawiono fragmenty DNA izolowanego z komdrek biataczki mysiej
linii L1210 poddanych oddziatywaniu TGF-(3| - transformujgcego czynnika wzro-
stowego [3]. Martwica w odrdznieniu od apoptozy przejawia sie przypadkowsg frag-



RYSUNEK 3. a- nasilona apoptoza komoérek mysiej biataczki limfatycznej linii L1210, utrzymywanych
przez 48 h w pozywce RPMI-1640 pozbawionej FCS (komoérki barwiono DAPI i sulforodaming); b,c -
apoptoza i wtérna martwica komdérek nabtonka gruczotu mlekowego myszy linii HC11 poddanej oddziaty-
waniu DFMO - inhibitora ODC przez 24 h w pozywce 10% FCS/DMEM (DNA komoérek zywych i
apoptotycznych zachowujgcych integralno$¢ btony komérkowej wybarwiony zostat fluorochromem Hoechst
33342, dajagcym w Swietle UV niebieskg fluorescencje, natomiast DNA komoérek wykazujacych cechy pdznej
apoptozy i martwicy wybarwiony zostatjodkiem propydyny dajacym czerwong fluorescencje w $wietle UV);
d - reaktywne formy tlenu w komoérkach mysiej biataczki limfatycznej linii L1210 poddanych dziataniu
AAPH (2mM) - inicjatora wolnego rodnika nadtlenkowego przez 1h (zielonozétta fluorescencja powstata
w wyniku utleniania dioctanu 6-karboksy- 2°7’-dichlorodihydro-fluoresceiny)
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RYSUNEK 4. Histogramy DNA kultury komérek mysiej biataczki limfatycznej linii L1210 utrzymy-
wanych przez 48 h w pozywce RPMI-1640 bez FCS (komérki prezentowane na rys. 3a): a- komorki
nieptukane, b - komérki ptukane buforem fosforanowo-cytrynianowym (pH = 7,8, 30 min)

mentacjg DNA, co daje na elektroforogramie smuge réwnomiernie rozsmarowanych
fragmentow DNA. Jednakze nie we wszystkich przypadkach apoptozy mozna za-
obserwowa¢ miedzynukleosomalng fragmentacje DNA (180-200 par zasad). Czesto
z niewiadomych przyczyn komorka poprzestaje na pocieciu DNA na duze odcinki:
300 i 50 tys. par zasad. Tego typu fragmentacji nie mozna wykry¢ elektroforeza
tradycyjng, tylko pulsacyjng [30, 40].
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Fragmentacja DNA w procesie apoptozy jest przyczyng zmniejszonej jego za-
wartosci w komorce, co wykorzystano do ilosciowej oceny apoptozy, stosujgc pomiar
fluorescencji DNA zwigzanego z fluorochromami metodg cytometrii przeptywowe;j.
Na rysunku 3a przedstawiono zdjecie z mikroskopu fluorescencyjnego komorek
biataczki mysiej linii L1210 gtodzonych przez 48 godzin, w ktérych DNA zostato
nastepnie wybarwione diamidino-2-fenyloindolem (DAPI), natomiast biatko - sul-
forodamina. Nasilona apoptoza widoczna na zdjeciu zostata przedstawiona iloSciowo
na histogramie DNA w postaci hipodiploidalnego szczytu ,,sub-Gj”, odzwiercied-
lajagcego komorki o najmniejszej koncentracji DNA (rys. 4a). W przypadku gdy
apoptoza dotyczy komdrek znajdujacych sie w fazie S, a zwiaszcza G2 cyklu ko-
morkowego, szczyt ,,sub-Gj” moze nie oddziela¢ sie od Gj, lecz wrecz nakladac
sie na niego. Aby tego unikna¢ i uzyska¢ odpowiedni rozdziat komoérek apopto-
tycznych od komorek w fazie GI? stosuje sie wyptukiwanie fragmentéow DNA z
komorek podlegajacych apoptozie buforem fosforanowo-cytrynianowym (rys. 4b).
Zgodnie z Darzynkiewiczem i wsp. [7] metoda ta pozwala na réwnoczesng ocene
iloSciowg apoptozy icyklu komérkowego z zastosowaniem cytometrii przeptywowej
oraz fragmentacji DNA z zastosowaniem technik elektroforetycznych. Metodg po-
zwalajacg na iloSciowg ocene komorek zywych oraz komérek o cechach wczesnej
i poznej apoptozy oraz martwicy jest barwienie jodkiem propidyny (DNA i RNA
komérek martwych) oraz fluorochromem Hoechst 33342, barwiagcym DNA komdérek
zywych i apoptotycznych, lecz z rézng intensywnoScig (rys. 3b,c).

Metodg cytometrii przeptywowej mozna rowniez wykrywaé pekniecia tafncucha
DNA charakterystyczne dla apoptozy przez wbudowywanie dUTP sprzezonego z
fluoresceing lub digoksygening w faicuch DNA w miejscach peknieé, przy za-
stosowaniu terminalnej transferazy lub polimerazy DNA [9].

Opisane powyzej zmiany w strukturze DNA i metody ich wykrywania odnosza
sie do ostatniej - destrukcyjnej fazy apoptozy. Metodg pozwalajacg na wczesniejsza
diagnostyke apoptozy jest wykrywanie fosfatydyloseryny na powierzchni btony ko-
morki. W zdrowej komorce fosfatydyloseryna wbudowana jest wytacznie w we-
wnetrzng warstwe btony komdrkowej. Sygnat apoptotyczny powoduje przeniesienie
tego fosfolipidu na powierzchnie, przez co komérka moze byé rozpoznana przez
makrofaga i sfagocytowana. Do wykrywania fosfatydyloseryny na powierzchni btony
komérkowej wykorzystywana jest, zalezna od Ca“l, aneksyna V sprzegnieta np.
z fluoresceing.

Bardzo charakterystycznym objawem efektorowej fazy apoptozy jest spadek mito-
chondrialnego potencjatu transbtonowego (A”m), co prowadzi do uwolnienia czyn-
nika indukujacego apoptoze (AIF) z mitochondriow [18]. Zmiany AHAn mogg by¢
wykryte przez zastosowanie kolejnego fluorochromu - rodaminy 123, ktéra gromadzi
sie w mitochondriach zywych komorek przy wysokim A”m. Spadek AH'm w czasie
apoptozy prowadzi do zmniejszenia koncentracji rodaminy 123 w mitochondriach,
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co przejawia sie obnizeniem intensywnosci zielonej fluorescencji w odczycie cyto-
metrycznym.

Wielu procesom apoptotycznym towarzyszy wzrost koncentracji reaktywnych
form tlenu (ROS - reactive oxygen species) w komoérce, co mozna wykry¢ badajgc
utlenianie dioctanu 6-karboksy-2’7’-dichlorodihydrofluoresceiny przez zmiany in-
tensywnosci jego fluorescencji (rys. 3d).

CZYNNIKI WYWOLUJACE APOPTOZE

Apoptoza wywotywana jest przez duzg liczbe czynnikéw zréznicowanych za-
réwno jakosciowo, jak tez pod wzgledem sposobu oddziatywania na komorke. Po-
mimo olbrzymiej ilosci prac, nie powstat dotychczas ogo6lnie przyjety podziat
czynnikéw wywotujgcych apoptoze. W niniejszym opracowaniu zaproponowano
ich podziat na cztery grupy:

1) hormony i cytokiny,

2) deficyt czynnikéw wzrostowych i troficznych,

3) czynniki cytotoksyczne,

4) czynniki fizyczne.

Sposréd hormondéw nalezy wymieni¢ hormony tarczycy, odgrywajgce prawdo-
podobnie znaczacg role w apoptozie komorek ogona kijanki w czasie metamorfozy
ptazéw bezogoniastych, jak rowniez glikokortykoidy - klasyczne induktory apoptozy
w tymocytach czy splenocytach. Wsrdd cytokin wzbudzajacych apoptoze najbardziej
poznang jest rodzina TNF (czynnika martwicy nowotworu), a takze wszedobylski
TGF-(3|, zmuszajgcy do apoptozy przede wszystkim komorki nabtonkowe, $rod-
btonkowe, limfoidalne, hepatocyty oraz komdrki prekursorowe krwinek.

Apoptoza wzbudzona gtodzeniem komorki moze wynikaé z gtodu niespecy-
ficznego, jakim jest pozbawienie komérki wiekszosci czynnikdw wzrostowych i
odzywczych, przy czym moze by¢ to gtdéd bezwzgledny, np. diugotrwate wyeli-
minowanie FCS z pozywki, oraz gtéd wzgledny wynikajacy z przegeszczenia po-
pulacji. Apoptoza moze by¢ rowniez wzbudzana w warunkach gtodu specyficznego,
odnoszacego sie do konkretnej cytokiny lub czynnika wzrostowego, np. apoptoza
neuronéw przy braku NGF lub apoptoza komoérek szpikowych linii 32D i Mj po
usunieciu z pozywki odpowiednio IL-3 i IL-6.

Do czynnikéw cytotoksycznych wywotujgcych apoptoze mozna zaliczy¢ per-
foryny oraz granzymy A i B - serynowe proteazy wydzielane przez cytotoksyczne
limfocyty T. Apoptoze wywotuje wiele inhibitordw enzymdéw m.in.: kamptotecyna,
etopozyd, topotekan, mitoksantron - inhibitory topoizomeraz I i Il, H-7 - inhibitor
kinazy biatkowej C (PKC), oc-difluorometyloornityna (DFMO) - inhibitor dekar-
boksylazy ornitynowej (ODC). Wywotywanie apoptozy jest takze celem stosowania
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RYSUNEK 5. Schematyczne przedstawienie molekularnego mechanizmu apoptozy i podstaw jego regulacji
(objasnienia w tekscie)
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lekow cytostatycznych w chemioterapii nowotworow, np. antracyklin (adriamycyny,
daunomycyny, doxorubicyny). Do czynnikéw cytotoksycznych nalezy zaliczyé takze
ROS, ktore per se moga indukowac apoptoze lub tez moga by¢ mediatorami apoptozy
wywotywanej przez inne czynniki (promieniowanie jonizujace, hipertermie, TGF-(3|,
TNFa, antracykliny).

Do czynnikdéw fizycznych wzbudzajgcych apoptoze mozna zaliczy¢ promie-
niowanie jonizujace, hipertermie, a takze naprezenia hydrodynamiczne. Te ostatnie
mogg mie¢ istotne znaczenie dla przezywania komérek w bioreaktorach.

MOLEKULARNY MECHANIZM APOPTOZY
I JEGO REGULACJA

W procesie apoptozy mozna wyrdzni¢ trzy fazy: wzbudzenia, wykonawczg oraz
zniszczenia [18]. Bardzo ogoélny schemat przebiegu apoptozy z uwzglednieniem
powyzszych faz przedstawiono na rysunku 5.

Faza wzbudzenia

Duza liczba czynnikéw wywotujacych apoptoze oraz ich réznorodnos¢ jest przy-
czyng istnienia wielu indywidualnych drog wzbudzenia tego procesu. Trudno je
opisywac oddzielnie, stad tez w niniejszym opracowaniu postuzono sie tylko nie-
ktérymi, najbardziej charakterystycznymi badZ poznanymi przyktadami. Ciekawym
przyktadem obrazujagcym, jak wieloma drogami wzbudzenia apoptozy moze po-
stugiwac sie pojedyncza komorka uktadu odpornosciowego, jest naturalnie cyto-
toksyczny limfocyt T. Inicjuje on apoptoze przez:

1) zwigzane z blong komoérkowsq ligandy: Fas/Apo-IL oraz niedawno odkryty
Apo-2L [32],

2) uwalniany z komérki czynnik martwicy nowotworu wystepujagcy w dwoch
formach: TNFa i TNFp [15],

3) granzymy A i B, bedace serynowymi proteazami aktywujacymi bezposrednio
inne kluczowe w procesie apoptozy cysteinowe proteazy z rodziny ICE [13] oraz

4) perforyne - biatko dziurawigce btone komdrkowa i umozliwiajace, przez po-
wstate pory, wnikanie granzyméw oraz Ca“+ inicjujgcych proces apoptozy.

Uszkodzenia btony komdérkowej przez perforyne mogg ponadto prowadzi¢ do
martwicy komorki. Oddziatywanie cytokin z rodziny TNF na komorki jest przy-
ktadem wykorzystania r6znych drég przekaznictwa sygnatu, ktéry moze prowadzié¢
zarbwno do wigczenia programu $mierci, jak tez przezycia [15]. TNF wywotuje
apoptoze w komorkach nowotworowych lub zarazonych wirusami, lecz nie zabija
komérek zdrowych. Okazuje sie, ze sygnat Smierci przekazywany jest za posred-
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nictwem tzw. ,,biatek Smierci” wigzacych sie z cytoplazmatyczng ,,domeng Smierci”
receptora TNFa i Fas/APOI. ,Biatkami $mierci” s3a: w przypadku receptora
FAS/APOl - FADD/Mortl oraz RIP, natomiast dla receptora 1 (p55) TNF -
TRADD [3]. Za posrednictwem tych biatek dochodzi do aktywacji sfingomielinazy
katalizujacej hydrolize sfingomieliny i wytwarzanie ceramidu, ktory petni w $ciezce
przekaZznictwa sygnatu TNF role wtornego przekaznika [12]. Ceramid w nieznany
blizej sposéb prowadzi do aktywacji proteaz cysteinowych z rodziny ICE (inter-
leukin-] 8 converting enzyme). Warto podkresli¢, ze ceramid jest takze mediatorem
apoptozy wywotanej przez promieniowanie jonizujace, glikokortykoidy, IL-1, che-
mioterapeutyki i prawdopodobnie takze przez HIV [12] oraz biatko RPR u Drosophila
melanogaster [34]. Poza ,,Sciezkg Smierci”, ktoérg podagza sygnat wzbudzany przez
TNF w komérkach nowotworowych, istnieje rowniez ,s$ciezka przezycia”, ktorej
wtornym przekaznikiem jest diacyloglicerol (DAG), a centralnym ogniwem PKC.
Stwierdzono, iz prowadzi ona w komdrkach $rédbtonka do aktywacji genu Al,
bcl-2, bedacego silnym inhibitorem apoptozy [15].

Wiasne badania wykazaty, ze PKC oraz ODC - kluczowy enzym syntezy poliamin
sg waznymi ogniwami w systemie przekaznictwa sygnatu wzbudzanego przez TGL-
Rj w komorkach biataczki ludzkiej linii K562 oraz biataczki mysiej linii L1210
[11, 24, 25]. TGF-Bj hamuje ekspresje i aktywnos¢ ODC w badanych liniach bia-
taczkowych, co prowadzi do zahamowania wzrostu i wywotania apoptozy. Anty-
proliferacyjny efekt TGF-Rj zwigzany jest z obnizeniem ekspresji c-myc, aktywnosci
cyklin i kinaz zaleznych od cyklin, a takze hamowaniem fosforylacji biatka Reti-
noblastoma (Rb) [1, 28, 41]. Poniewaz gen ODC jest pod kontrolg czynnika trans-
krypcyjnego c-Myc [4], hamowanie ekspresji c-myc moze byé waznym
mechanizmem odpowiedzialnym za spadek ekspresji i aktywnosci ODC pod wpty-
wem TGF-B] [30]. Stwierdzono, iz ester forbolu (TPA), bedacy silnym aktywatorem
PKC i ODC, znosi hamujagcy wptyw TGF-Rj na ekspresje i aktywno$¢ ODC w
komorkach mysiej biataczki limfatycznej linii L1210. Co wiecej, znosi on anty-
proliferacyjny i apoptotyczny efekt TGL-Bj w tych komérkach. Podobny wptyw
wywiera inny aktywator ODC - kwas orotowy (OA), ktéry jest metabolitem po-
$rednim w biosyntezie nukleotyddéw pirymidynowych [11]. Z powyzszych badan
wynika, ze PKC i ODC sg waznymi ogniwami w tancuchu przekaznictwa sygnatu
wzbudzanego przez TGL-R], a ich hamowanie prowadzi do zatrzymania komérek
w fazie Gj oraz apoptozy. PKC i ODC nalezg do antyapoptotycznych enzyméw,
co potwierdza fakt, ze hormony, czynniki wzrostowe i promotory nowotworzenia
(OA, TPA) aktywujagce PKC i ODC znoszg mitoinhibicyjny i apoptotyczny efekt
TGF-R,.

Na role poliamin jako wtdrnych przekaZnikow sygnatu przezycia lub $mierci
wskazujg badania z zastosowaniem nieodwracalnego inhibitora ODC - a-difluo-
rometyloomityny (DLMO), wywotujgcego fragmentacje DNA charakterystyczng
dla apoptozy w komérkach biataczki L1210 [25] oraz apoptoze komdrek nabtonka
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wydzielniczego gruczotu mlekowego myszy linii HC-11 (rys. 3b,c). Egzogenna
putrescyna (produkt reakcji ODC) czeSciowo znosi apoptoze wywotang przez DFMO
w komérkach HC-11.

Mediatorami apoptozy sg takze ROS. Stwierdzono to m.in. w przypadkach apo-
ptozy wywotanej przez: promieniowanie jonizujace, utleniacze, hipertermie, HIV-1,
TNFa, NGF, TGF-Bj. Sa dowody wskazujace, iz ROS odgrywajg istotna role w
apoptozie neuronéw w przebiegu choroby Parkinsona, Alzheimera i Huntingtona
[8, 31].

Faza wykonawcza

W tej fazie dochodzi do ostatecznego wigczenia programu $Smierci. Za te decyzje
odpowiedzialnych jest szereg genow, ktorych biatkowe produkty badz stymuluja,
badZz hamuja program apoptozy. Geny regulujace apoptoze zostaty dobrze poznane
u wspomnianego juz nicienia Caenorhabditis elegans. Genami wyzwalajagcymi apo-
ptoze sg ced-3 i ced-4 natomiast gtownym genem hamujgcym ten proces jest ced-9.
Geny, ktérych ekspresja wzrasta w czasie fagocytozy przez sasiadujgce komarki,
tworzg dwa zestawy: ced-1, ced-6, ced-7, ced-8 oraz ced-2, ced-5 i ced-10. Genem
odpowiedzialnym za rozpad komorki jest nuc-1. W komdrkach zwierzat wyzszych
i cztowieka odpowiednikiem ced-3 i ced-4 sg geny kodujace odpowiednio ICE
(interleukin-7R converting enzyme) i Apaf-1 (apoptosisactivatingfactor-/), natomiast
odpowiednikiem ced-9 jest protoonkogen bcl-2 [39].

Faza wykonawcza wydaje sie by¢ wspolng drogg prowadzacg do smierci komorki
i skupiajacg wiele indywidualnych Sciezek charakterystycznych dla fazy wzbudzenia.
Centralnym punktem skupiajgcym rdézne sygnaty apoptotyczne sg cysteinowe pro-
teazy z rodziny ICE [35] zwane takze kaspazami (,,caspases - cysteine-dependent
aspartate-directed proteases). Niestety niewiele dotychczas wiadomo o ich sub-
stratach, ktére wykorzystywane sa do wywotania apoptozy. Jednym z nich jest
prawdopodobnie poli(ADP- rybozo) polimeraza (PARP) zaangazowana w procesy
naprawcze DNA, z ktdrej pod wptywem Yama/CPP32R (kaspaza-3) powstaje frag-
ment 0 masie 85 kDa, istotny w procesie apoptozy [22]. Potencjalnymi substratami
dla proteaz z rodziny ICE sg takze lamina B 1, topoizomeraza I, 11, fodryna i B-aktyna
[16]. Ostatnie prace wskazujg, ze aktywacja kaspaz np. kaspazy-3 zachodzi w obe-
cnosci tzw. czynnikdw aktywujacych apoptoze (Apafs - apoptosis activatingfactors),
do ktérych nalezg Apaf-1, bedacy odpowiednikiem CED-4 u Caenorhabditis elegans,
Apaf-2 (cytochrom c) oraz Apaf-3 - niezidentyfikowane blizej biatko o masie 45
kDa [39]. W zwiagzku z rolg Ca2+ w przekaZnictwie sygnatu apoptozy badano
znaczenie aktywowanych przez Ca“+ proteaz cysteinowych - kalpain, sposréd kto-
rych najlepiej poznano |i-kalpaine i m-kalpaine. Aktywacja tych enzymoéw prowadzi
do apoptozy w réznych typach komdrek, aczkolwiek ani substraty, ani mechanizm
ich dziatania w umierajacych komorkach nie zostat poznany.
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Badania Kroemera [18] wskazuja, ze w fazie wykonawczej apoptozy dochodzi
do zaburzenia AHhn w mitochondriach i zwiekszenia przepuszczalnosci bton mi-
tochondrialnych. Prowadzi to do uwalniania z mitochondriéw nieznanego blizej
czynnika wywotujgcego apoptoze (AIF - apoptosis inducing factor). Wiadomo,
iz nie nalezy on do proteaz z rodziny ICE. Przypuszcza sie aktualnie, ze poza
AIF, innym apoptogennym czynnikiem uwalnianym z mitochondriéw jest cytochrom
¢ (Apaf-2), ktéry zwigzany z czynnikiem lub czynnikami cytozolowymi (prawdo-
podobnie Apaf-1 i 3) indukuje apoptoze [23]. O duzym znaczeniu AIF przekonuje
doswiadczenie, w ktorym wywotano apoptotyczngfragmentacje DNA w izolowanych
jadrach komoérkowych zawieszonych w jednej pozywce wraz z mitochondriami
0 obnizonym AThn [18].

Biatkami, regulujagcymi przepuszczalnos¢ bton mitochondrialnych, a tym samym
uwalnianie AIF z mitochondriéw, sg biatka z rodziny Bcl-2 oraz ich homologi.
Nalezg do niej zaréwno biatka stymulujgce proces apoptozy (Bax, Bad, Bcl-Xs,
Bak, Bid, Bik, Hrk), jak i go hamujace (Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w, Brag-1, Mcl-1,
Al, BHRF1, E1B 19 kDa). Wystepuja one jako integralne sktadowe bton: siateczki
$rédplazmatycznej, okotojgdrowej oraz mitochondrialnej. Tworzg one homo- i hete-
rodimery, np.: Bcl-2-Bcl-2, Bax-Bcl-2, Bax-Bax. Stwierdzono, ze przewaga ho-
modimeréw Bcl-2 decyduje o przezyciu, podczas gdy przewaga Bax o $mierci
komorki. Sposrod wszystkich, znanych dotychczas biatek komorkowych Bcl-2 jest
najsilniejszym inhibitorem apoptozy wywotywanej przez bardzo rézne czynniki,
np.: promieniowanie jonizujace, hipertermie, deficyt czynnikéw wzrostowych, gli-
kokortykoidy oraz chemioterapeutyki [14].

Wiasne badania wykazaty, iz hamowanie ekspresji bcl-2 moze miec¢ istotne zna-
czenie w mechanizmie apoptozy wywotanej przez TGF-(3j w komoérkach mysiej
biataczki limfatycznej linii L1210. Podobny efekt TGF-(3] obserwowano w ko-
moérkach S$rodbtonka zyly pepowinowej [38] oraz komorkach raka jajnika [20].
Stwierdzono ponadto, ze nadekspresja bcl-2 w komaorkach biataczki szpikowej blo-
kuje apoptoze wywotywang przez TGF-(3], lecz nie hamuje jego antyproliferacyjnego
efektu [37]. Rozpatrujac mechanizm antyapoptotycznego dziatania Bcl-2 nalezy
wzigé przede wszystkim pod uwage hamowanie uwalniania AIF i cytochromu ¢
z mitochondriéw [18]. Przypuszcza sie, ze Bcl-2 poprzez hamowanie uwalniania
cytochromu c (Apaf-2) oraz bezposrednia interakcje z Apaf-1 (CED-4) blokuje
aktywacje kaspazy-3 [39]. Strukturalne podobieristwo biatek rodziny Bcl-2 ztworzgcg
pory domeng btonowag toksyny btoniczej sugeruje, ze biatka te tworzg kanaty btonowe
regulowane przez sygnaly zalezne od napiecia i pH [27]. Ostatnie badania Grossa
1wsp. [10] wykazaty, ze zarowno Bcl-2, jak i Bax tworza kanaty jonowe w btonach
komdrkowych o odmiennej przepuszczalnosci dla poszczeg6lnych jonédw: Bcl-2
jest specyficzny dla K+, natomiast Bax dla CF. Nie wiadomo jednak, w jaki sposob
zmiany przewodnosci dla tych jonéw moga zmienia¢ A™Pm oraz uwalnianie AlF
i cytochromu ¢ z mitochondriéw. Ponadto uwaza sieg, iz biatko Bcl-2 blokuje jeden
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z krytycznych stopni w przekaznictwie sygnatu apoptozy, a mianowicie wyptyw
Ca2+ z mobilnej puli zlokalizowanej w Swietle siateczki $rodplazmatycznej [21].
Poza wspomniang juz aktywacja kalpain uwalniany z siateczki Ca~+ uczestniczy
w aktywacji endonukleaz, odpowiedzialnych za fragmentacje DNA, modyfikacji
uksztattowania chromatyny i w ten sposob w zwiekszeniu jej podatnosci na dziatanie
endonukleaz, a takze w bezposredniej lub posredniej aktywacji szeregu genodw,
ktére wigczone sa w program $mierci komorki (np. genu kalmoduliny, c-fos) lub
hamowanie wzrostu (gadd 153) [29].

Panuje og6lne przekonanie, iz Bcl-2 jest takze przeciwutleniaczem funkcjonu-
jacym jako zmiatacz wolnych rodnikéw, zabezpieczajacy btonowe lipidy przed ut-
lenianiem [14], a takze jako biatko regulujagce aktywno$¢ enzymoéw -
przeciwutleniaczy [2]. Uwaza sig, iz istnieje wspotzalezno$¢é miedzy stezeniem ROS
a uwalnianiem Ca~+w komérkach, gdyz stres utleniania zwieksza uwalnianie Ca2+
z siateczki Srédplazmatycznej i mitochondriéw [21]. Kluczowa role w tej ztozonej
wspobtzaleznosci odgrywa prawdopodobnie biatko Bcl-2, ktére dzieki swym wia-
Sciwosciom antyutleniajacym zmniejsza uszkodzenia bton mitochondrialnych i $réd-
plazmatycznych powodowane przez ROS, a tym samym mobilizacje Ca2+.
Potwierdza to fakt, ze nadekspresja bcl-2 chroni komdrke przed apoptozg wywo-
tywang przez ROS [14].

Dziatanie Bcl-2 w tym wzgledzie odnosi sie nie tylko do ROS powstajacych
w samej komorce, lecz takze ROS pochodzenia egzogennego. Ostatnie wiasne prace
wykazaty, ze inicjator wolnego rodnika nadtlenkowego - AAPH podany do kultury
komdrek mysiej biataczki limfatycznej linii L1210, zwieksza stezenie wolnych rod-
nikbw w komorce (rys. 3d), wzbudza apoptoze, a takze zwieksza koncentracje
biatka Bcl-2 w komérkach przezywajgcych [26, 42]. Zjawisko to moze wynikaé
z naturalnej selekcji komorek i przezywania tych o najwiekszych zdolno$ciach
przeciwutleniajgcych. Nie mozna wykluczy¢ tez mozliwosci adaptacji komarki do
zwiekszonej podazy ROS przejawiajacej sie zwiekszong ekspresjg bcl-2. Stwier-
dzono, ze flawonoidowy przeciwutleniacz - kwercetyna czeSciowo zabezpiecza
mioblasty szczurze linii L6 przed apoptozg wywotang przez ROS, wykorzystujac
przy tym biatko Bcl-2 [32]. Ostatnie dane literaturowe, jak tez wiasne obserwacje
wskazuja, ze proapoptotyczny efekt Bax i antyapoptotyczne oddziatywanie Bcl-2
nie wynikajg z bezwzglednej ich zawartosci w komorce, lecz z wzajemnych relacji.
Zwiekszeniu podatnosci komdrek mysiej biataczki limfatycznej linii L1210 na spon-
taniczng i eksperymentalnie indukowang apoptoze w warunkach obnizenia stezenia
FCS w pozywce towarzyszy nie tylko spadek zawartosci Bcl-2 w komérce, lecz
réwniez obnizenie ekspresji bax.

Innym kluczowym genem w regulacji apoptozy jest p53, tzw. ,,gen supresorowy
nowotworu”. Gen ten nazywany jest popularnie ,straznikiem genomu”. Koduje
on tetrameryczny czynnik transkrypcyjny, ktéry ma zdolno$¢ regulacji cyklu ko-
maérkowego. W wyniku uszkodzenia lub mutacji DNA dochodzi do wzrostu ekspresji
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p53, ktorego produkt blokuje komorki w fazie Gj cyklu komorkowego do czasu
naprawy DNA. Posrednicza w tym m.in. takie biatka, jak: p21 WAFI/Cipl oraz
GADD45. W przypadku gdy komorka nie zdota naprawi¢ DNA, p53 wiacza program
$mierci za posrednictwem biatek z rodziny Bcl-2, z ktérymi pozostaje we wzajemnie
zwrotnych zalezno$ciach [5]. p53 wzbudza apoptoze przede wszystkim w tych
przypadkach, gdy czynnik apoptotyczny bezposrednio uszkadza DNA. Stwierdzono
to w przypadku tymocytdw myszy, homozygot z brakiem p53. Tymocyty te byly
odporne na promieniowanie y ietopozyd (uszkadzajagce DNA), natomiast reagowaty
apoptozg na glikokortykoidy i pobudzenie TCR (T-cell receptor) (czynniki nie usz-
kadzajgce bezposrednio DNA) [6]. Nalezy jednak zauwazy¢, ze p53jest ,,chorowitym
straznikiem” i bardzo czesto podlega mutacjom w przebiegu karcinogenezy, tracac
swe naturalne mozliwosci indukcji apoptozy. Warto w tym miejscu zaznaczyc,
iz wspoétczesna molekularna diagnostyka medyczna nowotworu wykorzystuje ba-
danie ekspresji gendéw regulujacych apoptoze (np. p53, geny z rodziny bcl-2) w
ocenie ztosliwosci guza, wyborze terapii i monitorowaniu jej efektow.

Faza zniszczenia

W fazie tej dochodzi do fragmentacji DNA, rozbicia cytoszkieletu, formowania
cialek apoptotycznych oraz fagocytozy. Proteazy, ktdre podlegaty aktywacji (AIF,
kaspazy, kalpainy), w fazie wykonawczej prowadza do rozszczepienia szeregu biatek
jadrowych (PARP; Rb; laminy A, B; topoizomerazy | i Il) oraz cytoplazmatycznych
(PKC-8, P-aktyna, fodryna) [16]. Proteoliza topoizomeraz stabilizujgcych strukture
chromatyny prawdopodobnie prowadzi do wstepnej fragmentacji DNA na odcinki
zawierajgce 300 tys. par zasad [30]. W dalszym przebiegu degradacji DNA dochodzi
do powstawania fragmentow zawierajgcych 50 tys. par zasad, ktére sa (badZ nie
sg) rozszczepiane na odcinki 180 par zasad i wielokrotnos$¢ tej liczby. Reakcje
te katalizowane sg przez endonukleazy, ktérymi sgu Caenorhabditiselegans NUC-1,
natomiast u zwierzat wyzszych NUC-18, DNazal i DNazall. Aktywacja tych en-
zymow zalezy od obecnosci wolnego Ca“+ w komorce, co udowodniono stosujgc
zwigzki chelatujgce Ca2+ ktore hamowaty fragmentacje DNA w przebiegu apoptozy.
Uwaza sie, iz proteoliza lamin - biatek strukturalnych bton jadrowych jest istotnym
procesem w powstawaniu ciatek apoptotycznych, gdyz pozwala na fragmentacje
jadra oraz upakowanie zageszczonej chromatyny we fragmenty komérkowe. Juz
wczesniej wspomniano o transglutaminazie - enzymie, ktéry wykorzystujac po-
liaminy tworzy dodatkowg sie¢ wigzan miedzy biatkami btonowymi, a przez to
ochronny ,,ptaszcz”, uniemozliwiajacy kontakt srodowiska wewnetrznego umiera-
jacej komorki ze srodowiskiem pozakomérkowym i zdrowymi komérkami.

Powstaje pytanie: w jaki sposéb makrofagi rozpoznajg komorki apoptotyczne?
Jest to mozliwe w wyniku okre$lonych zmian na powierzchni btony komoérkowej
w czasie apoptozy [36]. Umierajagca komorka traci normalng asymetrie w rozmie-
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szczeniu fosfolipidow btonowych (na powierzchni dominujg takie obojetne fosfo-
lipidy, jak sfingomielina i fosfatydylocholina, natomiast w wewnetrznej warstwie
anionowe fosfolipidy, takie jak fosfatydyloseryna), w zwiazku z czym fosfatydy-
loseryna jest eksponowana w zewnetrznej blaszce btony komdrkowej i moze byé
rozpoznana za posrednictwem receptora fosfatydyloserynowego makrofaga. Ko-
marka apoptotyczna moze by¢ rowniez wigzana za posrednictwem trombospondyny
wydzielanej przez makrofaga ijego receptora vitronektynowego (otv p3). Nieznana
jest natomiast blizej struktura czasteczki wigzgcej trombospondyne na powierzchni
komarki apoptotycznej. Jeszcze inny sposéb demaskowania umierajgcej komorki
polega na odstonieciu reszt cukrowcowych w glikoproteinach btonowych, co pozwala
na interakcje z domniemang lektyng na powierzchni komérki fagocytujacej.

APOPTOZA W STANACH PATOLOGICZNYCH

Pomimo ze apoptoza jest fizjologiczng Smiercig komérki, to odgrywa ona duza
role w patogenezie wielu choréb. Generalnie, ograniczenie tego zjawiska prowadzi
do powstawania ztosliwych choréb proliferacyjnych oraz autoagresji komérek uktadu
odpornosciowego, natomiast nadmiar apoptozy jest charakterystyczny dla choréb
zwyrodnieniowych. Rozw6j nowotworu jest zalezny od apoptozy na wszystkich
etapach karcinogenezy:

1) efektywnos$¢ transformacji nowotworowej przez czynniki rakotwércze jest
limitowana przez stopien apoptozy komorek stransformowanych;

2) rozplem komoérek stransformowanych pod wptywem czynnikéw promoto-
rowych nowotworzenia jest uwarunkowany hamowaniem apoptozy przez te czyn-
niki;

3) tempo wzrostu guza jest okreslone przez roznice szybkosci proliferacji i apo-
ptozy komérek nowotworowych.

Duza witalno$¢ komorek nowotworowych wynika z mutacji w ich genomie,
a szczego6lnie uszkodzenia genu kodujgcego biatko p53. Ponad potowa wszystkich
nowotworow wystepujacych u ludzi charakteryzuje sie brakiem lub wystepowaniem
jego niefunkcjonalnych form. Komérki nowotworowe charakteryzuje réwniez wy-
soka ekspresja ,,genu nieSmiertelnosci” - bcl-2. Stwierdzono takze, ze szereg anty-
apoptotycznych, wirusowych genow jest zwigzanych z nowotworzeniem, np. BHRF1,
ktory jest homologiem bcl-2 wytwarzanym przez wirus Epsteina-Barr, 5E1B 19
kDa biatko adenowirusa wykazujace czynnosciowg homologie z Bcl-2, biatko E1B
55 kDa tego samego wirusa, hamujgce p53 oraz CrmA - biatko wirusa ospy krowiej,
inaktywujgce proteazy z rodziny ICE. Duza liczba lekow stosowanych aktualnie
w chemioterapii oraz radioterapia oparte sg na mechanizmie apoptozy komarek
nowotworowych. Przez uszkodzenie DNA w tychze komorkach dochodzi do akty-
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wacji/?5J iuruchomienia programu $mierci. Brakp53 lub utrata jego apoptotycznych
wiasciwosci, atakze wysoki poziom biatka Bcl-2 w komérce nowotworowej decyduja
czesto o jej niewrazliwosci na stosowang terapie.

Innym przyktadem ograniczenia apoptozy sg choroby autoimmunologiczne. W
tym przepadku mamy do czynienia z ograniczong apoptozg autoreaktywnych lim-
focytéow T. W przypuszczalnym molekularnym mechanizmie zwiekszonej prze-
zywalnosci tych komoérek bierze sie pod uwage:

- wytwarzanie przez nie czynnika blokujgcego ligand Fas/APO-1,

- zmniejszong ekspresje receptora Fas/APO-1 oraz

- zwiekszong ekspresje protoonkogenu bcl-2.

Przezywajgce limfocyty T z cechami autoagresji wywotujg apoptoze komédrek
zdrowych, prowadzac do wystepowania takich schorzen, jak: toczen rumieniowaty
czy reumatoidalne zapalenie stawoOw.

Warunkiem zdrowia kazdego organizmu jest zachowanie réwnowagi miedzy
replikacjg komoérek a ich apoptoza. Problemem jest nie tylko ograniczenie stopnia
apoptozy, tak jak to opisano powyzej, lecz réwniez jego nasilenie. Okazuje sie,
ze apoptozie moga podlegac nie tylko komorki miode, proliferujace, lecz réwniez
komorki w petni zréznicowane, ktére na ogét nie sg ,,przygotowane” do apoptozy.
Nie wiadomo jeszcze doktadnie, na czym to ,,przygotowanie” do wigczenia programu
$mierci polega. Sugeruje sie, iz moze byé ono zwiazane ze zwiekszong ekspresja
takich genow, jak: p53 i c-myc. Choroby zwyrodnieniowe os$rodkowego ukfadu
nerwowego (np. Alzheimera, Parkinsona, Huntingtona) sg przyktadem, jak z nie
wyjasnionych jeszcze przyczyn dochodzi do wzbudzenia apoptozy neuronéw. Roz-
patruje sie wiele przyczyn, takich jak: ROS, niedob6r NGF - czynnika wzrostu
neuronéw czy tez nadmiar neuroprzekaznikow. Aktualnie uwaza sie, ze apoptoza
dopaminergicznych neuronéw w chorobie Parkinsona zwigzana jest z aktywacjg
ceramidowej Sciezki przekaZznictwa sygnatu, zwiekszong produkcjg ROS oraz syntezg
czynnika transkrypcyjnego NF-kB [8]. Na duzg role ROS w mechanizmie apoptozy
neuronéw w przebiegu choroby Parkinsona wskazujg badania przeprowadzone na
myszach z brakiem Bcl-2 (biatko antyapoptotyczne o wiasciwosciach przeciwut-
leniacza) w komorkach nerwowych, ktdre reagowaty apoptozg na dopamine zna-
cznie intensywniej anizeli neurony myszy z normalng zawartoscig Bcl-2 [31].
Interakcje pomiedzy Bcl-2 i biatkiem prionowym (PrP) moga mie¢ istotne znaczenie
w patogenezie neurozwyrodnieniowych choréb prionowych, takich jak: syndrom
Gerstmanna-Strausslera czy choroba Creutzfelda-Jakoba. Bcl-2 jest rozpatrywane
jako nieznane blizej ,biatko X”, ktére uczestniczy w przeksztatcaniu PrP w jego
patogenng izoforme PrPSC [19].

Do indukcji apoptozy zréznicowanych komoérek: neurondéw i kardiocytéw do-
chodzi réwniez podczas udaru mézgu i zawatu miesnia sercowego. Niedotlenione
komorki ulegajg przede wszystkim martwicy, jednakze komorki otaczajgce strefe
martwiczg po kilku dniach umierajg $miercig apoptotyczng, co moze by¢ wynikiem
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uwalniania ROS ze strefy odczynu zapalnego. Ciekawe, ze reperfuzja niedokrwio-
nych narzadow (moézgu, serca czy nerek) prowadzi do zwiekszonej koncentracji
ROS i nasilonej apoptozy.

Innym przyktadem choroby, w ktérej patogenezie dochodzi do nasilenia apo-
ptozy, jest AIDS. U oséb zarazonych HIV dochodzi do wzbudzenia apoptozy w
CD4+ i CD8+ limfocytach T. Ciekawe, ze umiera znacznie wiecej limfocytow
T, anizeli jest zarazone wirusem. Co wiec skfania te komérki do apoptozy? Uwaza
sie, ze moze by¢ to biatko gpl20 uwalniane z otoczki wirusa i wigzace sie z
CD4, jak tez nadekspresja kodowanego przez HIV transkrypcyjnego aktywatora
Tat, prowadzacego do stresu oksydacyjnego w niezarazonych limfocytach T. Stwier-
dzono ponadto, ze w zarazonych HIV limfocytach CD4+ apoptoza poprzedzona
jest ich zatrzymaniem w fazie G9 cyklu komoérkowego, co wiaze sie z akumulacja
cykliny B, bedacej regulacyjng podjednostka p34 cyklino-zaleznej kinazy 2. Okazato
sie, iz podobne zmiany polegajgce na gromadzeniu cykliny B wystepujg w lim-
focytach T izolowanych z krwi obwodowej pacjentéw HIV+, lecz nie wykazujacych
objawow AIDS. Uwaza sie, ze mykoplazmoza wystepujgca czesto u pacjentow
HIV+ moze potegowaé apoptoze limfocytéw T wywotang przez wirus i wytwarzane
przez niego biatka.

CO DALEJ?

Czy mozna przewidzie¢, w jakim kierunku potocza sie badania nad apoptozg
w najblizszej przysztosci? Duza ranga zagadnienia oraz dynamiczny rozwdj badan
pozwalajg oczekiwaé wielu nowych wynikéw istotnych dla wyjasnienia moleku-
larnego mechanizmu apoptozy, jak tez wartosciowych z punktu widzenia praktyki
klinicznej. Istnieje wcigz wiele niejasnosci co do systemu przekaznictwa sygnatu
$mierci wzbudzanego przez rdéznorodne czynniki apoptotyczne, jak tez moleku-
larnych uwarunkowan ,,przygotowania” komorki do wigczenia programu $mierci,
zmiennego na réznym etapie réznicowania. Frapujgce i wcigz bez odpowiedzi sg
pytania: dlaczego niektore komarki, np. mioblasty szkieletowe w procesie rézni-
cowania w dojrzate, wielojadrzaste miocyty traca zdolnos¢ uruchamiania programu
Smierci apoptotycznej? Czy dalece wyspecjalizowane, bezjadrzaste i bezmitochon-
drialne erytrocyty mogg podlegaé apoptozie? Istotnym dla wyjasnienia kontroli pro-
cesu apoptozy bedzie wyjasnienie mechanizmu dziatania biatek z rodziny Bcl-2,
a takze ich interakcji z Apafs, mitochondrialnym AIF i proteazami z rodziny ICE
(kaspazami). Wcigz mato poznane sg ogniwa w tancuchu wydarzenn pomiedzy akty-
wacjg kaspaz a aktywacjg endonukleaz uczestniczagcych we fragmentacji DNA*,
a takze znaczenie ROS jako mediatorow w wielu przypadkach apoptozy. Dziatania
biotechnologéw oraz klinicystdw bedg zmierzatly w kierunku wyprodukowania i
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skutecznego stosowania preparatéw zaréwno wzbudzajacych, jak i hamujacych apo-
ptoze. Z badaniami tymi wigze sie duze nadzieje na stworzenie efektywnych metod
terapii ztosliwych choréb proliferacyjnych, choréb autoimmunologicznych oraz zwy-
rodnieniowych.

*Juz w trakcie publikacji niniejszego opracowania ukazata sie praca wskazujgca na istnienie
aktywowanej przez kaspaze DNazy (caspase-activated DNase) i jej inhibitora ICAD. Zgodnie z
sugestig autoréw indukcja apoptozy prowadzi do rozszczepienia kompleksu CAD/ICAD przy
udziale kaspaz, wnikania aktywnej CAD do jadra komoérkowego i fragmentacji DNA [7a].
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SEPTYNY - NOWA RODZINA BIALEK
CYTOSZKIELETOWYCH - UDZIAL SEPTYN
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SEPTINS - NEW FAMILY OF CYTOSKELETAL PROTEINS -
THE ROLE OF SEPTINS IN CYTOKINESIS
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Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN,
Zaktad Biologii Komérki, Warszawa

Streszczenie: W artykule tym omdwione sa w skrdcie ostatnie badania dotyczace genéw, biatek i
filamentéw septynowych oraz ich rola w funkcji cytoszkieletu. Septyny stanowig nowga rodzine biatek
wystepujacych we wszystkich zbadanych eukariotach i zawieraja od 275-539 aminokwaséw. Sekwencje
septyn wykazuja okoto 26% identycznosci, zawierajg petle P dla wigzania nukleotydu GTP/GDP oraz
domene kodujaca superhelisg, a biatka septynowe wykazuja aktywno$é GTPaz. Kompleks trzech septyn
Drosophila tworzy in vitro filamenty o $rednicy 7 nm. In vivo septyny zostaty opisane w bruzdzie
podziatowej komérek drozdzy i owadéw, a takze komdrkach mysich i ludzkich. Homologi septyn biorg
udziat réowniez w innych procesach, w ktorych takze uczestniczy aktyna wraz z biatkami towarzysza-
cymi, jak np. gojenie rany czy przywieranie do podtoza w punktach adhezji.

Stowa kluczowe: septyny, cytokineza, filamenty szyjki, bruzda podziatowa.

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
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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.

WSTEP

Artykut ten zawiera krétki przeglad informacji o rodzinie biatek wchodzacych
w sktad niedawno odkrytego uktadu filamentowego, ktéry uczestniczy przede wszy-
stkim w budowaniu bruzdy podziatowej badanych komérek drozdzy, muszki owo-
cowej (Drosophila sp.), myszy i komérek ludzkich [8, 11, 33, 34, 38, 50].

Odkrycie septyn stato sie mozliwe dzieki pionierskim badaniom genetycznym
Hartwella ijego wspétpracownikéw [23] nad cyklem komérkowym paczkujgcych
drozdzy Saccharomyces cerevisiae. W wyniku tych badan opisano mutanty podziatu
komorkowego (cdc). Mutacje ktéregokolwiek z czterech genéw: Cdc3, CdclO, Cdcll
i Cdcl2 uniemozliwiajg w podwyzszonej temperaturze oddzielanie paczkéw, pro-
wadzac do nagromadzenia duzej liczby wielojgdrowych, wielokrotnie pgczkujgcych
komorek. Obecno$¢ biatek, kodowanych przez te cztery geny w szyjce potaczenia
komorka macierzysta - paczek, stwierdza sie stosujac specyficzne przeciwciata
[11].

Badania ultrastrukturalne pgczkujacych S. cerevisiae wykazaty wystepowanie
w szyjce filamentéw o $rednicy okoto 10 nm [5]. Filamenty szyjki znajdujg sie
bardzo blisko btony cytoplazmatycznej i sa potozone w ptaszczyznie prostopadiej
do osi potgczenia komdrka macierzysta - paczek. Przypominajg one filamenty akty-
nowe obecne w pierscieniu kurczliwym, ktory tworzy sie podczas cytokinezy. W
przeciwienstwie jednak do pierScienia aktynowego [54] filamenty szyjki drozdzy
wystepuja juz w czasie wzrostu paczka, co potwierdza réznice miedzy filamentami
szyjki i aktyna.

Septyny towarzysza filamentom szyjki tworzonym przez inne biatka i mecha-
nicznie petnig funkcje ,,szkieletu”, ktéry drogg powinowactwa wychwytuje z cy-
toplazmy czynniki potrzebne do cytokinezy [8], na co moze wskazywaé réwniez
czeste wspoétwystepowanie septyn z aktyng [34].

GENY | BIALKA SEPTYNOWE

Oprécz wspomnianych juz powyzej czterech genéw Cdc, w drozdzach (S. ce-
revisiae) opisano dwa dodatkowe geny kodujace septyny: Spr3 i Spr28, biorgce
udziat w sporulacji [13, 18, 47]. Wykryto rowniez homologiczne biatka w innych
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grzybach [14, 38, 41], owadach [11, 19, 20, 44], ptazach oraz ssakach zaréwno
myszach, jak i cztowieku [33, 34, 38, 43].

W tabeli 1podsumowano dane dotyczace septyn i innych biatek uczestniczacych
w tworzeniu bruzdy podziatowej u bezkregowcow (oprocz biatek motorycznych
[35]). Jak widaé, drozdze majg az sze$¢ gendw kodujgcych septyny, natomiast
w muszce owocowej (Drosophila melanogaster) dotychczas odkryto jedynie trzy.
Wszystkie znane septyny zawierajg sekwencje petli P, tworzacej przewidywane
miejsce wigzania nukleotydu, a ostatnie dane wskazuja, ze przynajmniej niektéore
z septyn muszki, drozdzy i myszy wigzag GTP i GDP, a takze wykazujg aktywnos¢
GTPaz [20, 34]. W dodatku wszystkie znane sekwencje septyn, z wyjatkiem S.
cerevisiae CdclOp, C. albicans CaCdclOp i S. pombe Spn2p (tab. 1), zawierajg
w poblizu lub na konicu karboksylowym domene kodujaca superhelise sktadajgca
sie z 35-98 aminokwas6w. Domeny te moga uczestniczy¢ we wspoétdziataniu miedzy
septynami oraz interakcjach septyn z innymi biatkami [38].

Poznane do tej pory septyny zawierajg od 275 do 539 aminokwaséw (31 990
-60 200 kDa) i wykazujg okoto 26% identycznosci sekwencji aminokwasowych
na catej dtugosci. PodobieAstwo pomiedzy tymi biatkami jest najwieksze w regionach
srodkowych, a korice aminowe i karboksylowe réznig sie zarowno pod wzgledem
dtugosci, jak i sekwencji [38]. Z wyjatkiem obecnosci sekwencji wspolnej dla petli
P tworzacej przewidywane miejsce wigzania nukleotydu, septyny nie wykazujg
podobieristwa do zadnego ze znanych biatek. Jednym z wazniejszych wynikow
analiz podobiefAstwa sekwencji jest brak wysokiego stopnia homologii miedzy po-
szczegolnymi septynami ewolucyjnie odlegtych gatunkéw. Tak wiec, septyny muszki
(Drosophila): Pnut, Sepl lub Sep2 nie sg oczywistym ortologiem jakiejkolwiek
septyny drozdzy [11]. Okazalo sie, ze septyny rdznig sie od tubulin, miozyn i
rodziny biatek aktynowych, gdzie ortologi w réznych organizmach, ktére dzielg
duze odlegtosci ewolucyjne, spetniajg podobne funkcje [40, 42, 46, 52]. Dlatego
tez nieobecnos¢ ortologébw w analizach sekwencji septyn sugeruje, ze poszczeg6lne
biatka z tej grupy moga nie petni¢ unikatowych statych funkcji. Hipoteze te po-
twierdzaja obserwacje wskazujace, ze septyny wystepuja nie tylko w bruzdzie po-
dziatowej (patrz nizej). Na uwage zastuguje fakt, ze produkty kilku gendéw
septynowych wspétwystepuja in vivo [19, 38, 44] i np. zanik funkcji Pnut jest
przyczyng zaniku ekspresji fenotypowej Sepl [19]. Cztery septyny drozdzy (Cdc3,
10, 11 i 12) wspdbtwystepuja w szyjce potaczenia komdrka macierzysta - paczek.
Mutacja jednego z tych czterech genéw uniemozliwia ekspresje wszystkich czterech
septyn szyjki [11, 38].

Oczyszczone septyny mogg tworzy¢ filamenty in vitro [20]. Stosujgc chroma-
tografie immunopowinowactwa z wykorzystaniem przeciwciat przygotowanych
przeciw C-koncowym regionom peptydéw trzech septyn Pnut, Sepl i Sep2, w
pracowni Mitchisona oczyszczono kompleks trzech biatek septynowych z zarodkéw
muszki (Drosophila) [20]. Kompleks zawiera dwie kopie kazdego z trzech poli-
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TABELA 1 Septyny i inne biatka uczestniczace w tworzeniu bruzdy podziatowej
u bezkregowcéw

Masa
(biot) kD
62

47,6 (55)
46,7

170

89 (97)

60 (59,8)

180

220
130

200-komp.

CaCdc3p 47,9
CaCdclOp 40,7

338

Organizm Gen Biatko

S. cerevisiae CDC3* Cdc3p
CDC10 CdclOp
CDC11 Cdcllp
CDC12 Cdcl2p
BUD1 Budlp
BUD3 Bud3p
BUD4 Bud4p
AIP3/BUD6 Aip3p
SPR3 Spr3p
SPR28 Spr28p
BNI1 Bnilp
SPA2 Spaz2p

S. pombe Spnl-6 Spnl-6p
cdc3 cde3p
cdc8 cdc8p
cdcl2 cdcl2p
cdcl5 cdclSp
cdc4 cdcdp

Candida CaCDC3

albicans CaCDCIO

Aspergillus  FigA

nidulans aspA
aspB
aspC

Drosophila  PNUT Pnut

melanogaster SEP1 Sepl
SEP2 Sep2
dah dahp
dial dia

60 (70)
38 (37)
46 (50)
71

123

Inne Funkcja
wiasciwosci
superhelisa filamenty
szyjki (?)
superhelisa
superhelisa
GTP-aza
znaczy
miejsca
superhelisa powstawania
paczka
wspotdziata z CDC12
wspotdziata z CDC10
Spn2-brak sekwencji
superhelisy punkt w
homolog profiliny interfazie;
homolog tropomiozyny pierscien
wigze cdc3 profiling podziatowy
wigze aktyne; wspot-
wystepuje z piers. akt.
EF-hand
homologi CDC10-12
wspotwystepujg z pseudo-
aktynag i miozyna bruzda i

bruzda podz.
homolog dystrofiny i
apodystrofiny
wspotdziata z CDC12

*Septyny - thlusty druk; symbole genéw i biatek wg cytowanych autoréw.

Lit.

[8]

[11]
[V]
[V]

[10. 36]
[51, 36]

[

[18, 47]
[13]
[38. 55]
[38]

[38]

[2

(7]
[17]
[39]

[14]

[38]
[41]

[19, 44]
[20]

[11, 44]
[16, 56]

[38, 6]

peptyddw, mozliwe ze jako heterotrimer sktadajacy sie z trzech homodimeréw [20].
Tworzenie homodimeréw moze odbywaé sie za posrednictwem krotkich odcinkow
C-koncowych kazdej septyny o przewidywanej strukturze superhelisy. Tak oczy-

szczony kompleks septynowy muszki (Drosophila) wigze jedng czgsteczke

kleotydu GDP/GTP zgodnie z obecnosScig petli P w sekwencji aminokwasowej.
W nawiasie trzeba doda¢, ze wiazanie nukleotydu ijego hydroliza sg wazng wia-
sciwoscig polimeryzacji aktyny i tubulin, natomiast nie zbadano dotad roli wigzania
nukleotydu ijego hydrolizy podczas polimeryzacji septyn.

nu-



SEPTYNY - ROLA W CYTOKINEZIE 339

Oczyszczony kompleks septynowy muszki (Drosophila) tworzy filamenty o sze-
roko$ci 7 nm. Dtugos¢ poszczegolnych filamentow septynowych jest wielokrotnos$cig
26 nm, co moze sugerowaé, ze filament septynowy stanowi liniowy szereg pod-
jednostek o diugosci 26 nm i szerokosci 7 nm [20]. Ultrastrukturalnie jednak po-
szczeg6lne filamenty, barwione negatywowo, nie wykazywaly 26-nanometrowej
periodycznej podstruktury ani cech wskazujgcych na helikalng strukture. Zaobser-
wowano duzg ilos¢ krotkich filamentow i bardzo malg ilos¢ dtugich filamentdw,
zatem analiza rozktadu diugosci filamentdw wskazuje, ze proces budowania fi-
lamentu septynowego jest prostg liniowg polimeryzacjg bez nukleacji [20], w prze-
ciwienstwie do procesu polimeryzacji aktyny i tubuliny, podczas ktérego wystepuje
faza nukleacji [29, 37]. W wysokim stezeniu poszczeg6lne filamenty septynowe
taczg sie lateralnie w grube wigzki.

Wydawato sie zatem, ze oczyszczone z muszki (Drosophila) filamenty septynowe
0 szerokosci 7 nm mogtyby odpowiada¢ 10-nanometrowym filamentom szyjki pa-
czkujacych drozdzy in vivo. Poniewaz jednak filamenty szyjki sa utozone w od-
legtosci 28 nm od siebie, to 26-nanometrowa dtugo$¢ podjednostek septyny i
obserwowane poprzeczne potgczenie filamentow sklonity zespét Mitchisona [20]
do zasugerowania alternatywnego modelu (rys. 1), w ktérym filamenty septynowe
sg utozone prostopadle do filamentéw szyjki i rownolegle do osi potgczenia komorka
macierzysta - paczek. W modelu tym, obraz filamentu szyjki drozdzy ogladany
w mikroskopie elektronowym [5] odpowiada liniowemu szeregowi jednego silnie
zabarwionego obszaru podjednostek septyny [20].

Na podstawie omawianego modelu mozna wnioskowaé, ze odlegtos¢ miedzy
filamentami powinna zaleze¢ od diugosci kompleksu septyny. Jak sugerujg Cooper
1 Kiehart [11] model ten mozna testowac przez uzycie rekombinowanych septyn
0 roznych dtugosciach z zastosowaniem metody uzytej przez Kilmartina i wsp.
do badan nad biatkiem Spcl 10p/Nuflp drozdzy [32].

FUNKCJE SEPTYN

Badania septyn zostaty niedawno rozpoczete, a ich rola nie jest do konica po-
znana.W paczkujacych drozdzach mutacje genéw septynowych prowadza do zaniku
filamentow szyjki, za$ lokalizacja immunocytochemiczna septyn, obserwowana za
pomoca mikroskopu $wietlnego, pokrywa sie z filamentami szyjki obserwowanymi
pod mikroskopem elektronowym. Wspotwystepowanie septyn i filamentéw szyjki
wymaga potwierdzenia na tym samym skrawku ultrastrukturalnym tym bardziej,
ze pierScien septynowy wykrywa sie immunofluorescencyjnie w szyjce w czasie
cyklu komoérkowego takze przed i po pojawieniu sie filamentéw szyjki identyfi-
kowanych ultrastrukturalnie [38].
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RYSUNEK 1 Modele tworzenia i uporzadkowania filamentéw septynowych (wg Field i wsp. [20]): A -
Kompleks septyn o dtugosci 26 nm przedstawiony jako liniowe uporzadkowanie trzech podwdjnie
zwinietych homodimerow (biate, szare, czarne). B - Kompleks A ulega liniowej polimeryzacji tworzac
filamentinvitro. CiD - Alternatywne modele uporzagdkowania filamentéw naobwodzie szyjki potgczenia
komorka macierzysta-paczek u drozdzy, widziane od strony powierzchni w ptaszczyZznie horyzontalnej.
W modelu C stata odlegtos¢ miedzy filamentami utrzymuje sie dzieki biatku zwigzujgcemu, a filamenty
utozone sg helikalnie wzdtuz szyjki. W modelu D filamenty kontaktujg sie ze sobg bocznie i utozone sg
poprzecznie do osi paczkowania. Stata odlegtos¢ (28 nm) wynika z powtarzalnosci podjednostek kom-
pleksu

Filamentow septynowych na razie nie stwierdzono ultrastrukturalnie in situ w
dzielacych sie komérkach zwierzecych, chociaz same biatka septynowe wykrywa
sie immunocytochemicznie w bruzdach podziatowych wielu komorek, a ultrastru-
kture zwierzecych bruzd podziatowych intensywnie badano. By¢ moze septyny
istniejg w tych komédrkach w postaci filamentow, ale sg trudne do identyfikacji
ultrastrukturalnej wsrod gestej sieci filamentéw aktynowych ifilamentéw posrednich,
zwhaszcza ze aktyna i filamenty posrednie majg ok. 10 nm szerokosci.

Dobrym modelem do dalszych badan moga by¢ orzeski, charakteryzujagce sie
niezwykle rozbudowanym cytoszkieletem powierzchniowym [25]. Dzieki zastoso-
waniu przeciwciata monoklonalnego (12G9) udato sie zidentyfikowac struktury fi-
lamentowe w orzeskach: Tetrahymena [27], Paraurostyla oraz Paramecium [26],
ktérych funkcje w komorce odpowiadajg funkcji filamentéw septynowych w innych
organizmach. Biatka septynopodobne dzielgcych sie orzeskdw biorg udziat, miedzy
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innymi w tworzeniu bruzdy podziatowej; w komdérkach interfazalnych wystepuja
w strukturach wokdt ciatek bazalnych wykazujgcych charakter delikatnych wié-
kienek.

Jaka jest rola septyn w cytokinezie? W paczkujacych drozdzach zaobser-
wowanie zaburzen cytokinezy prowadzacych do powstawania komérek wieloja-
drowych pozwolito zidentyfikowa¢ oryginalne mutacje, ktére doprowadzity do
odkrycia genow septyn i ich produktow zlokalizowanych w bruzdzie podziatowej.
Mutant Drosophila - pnut, réwniez wykazuje wystepowanie komérek wieloja-
drowych, zgodnie z defektem w cytokinezie i potozeniem septyny w miejscach
cytokinezy [19, 44]. Wstrzykniecie przeciwciata septyny mysiej Nedd5 do komérek
HelLa w okresie poznej anafazy i wczesnej telofazy powoduje regresje bruzdy po-
dziatowej i tworzenie komdrek dwujadrowych [34].

Proces podziatu komérkowego wykazuje wiele podobienstw u roslin, drozdzy
i komérek zwierzecych [50],'cho¢ septyn roslinnych jeszcze nie opisano. Cytokineza
w komarkach zwierzecych wymaga pierscienia kurczliwego, ktdry tworzy sie pod
koniec cyklu komorkowego w pozycji okre$lonej zazwyczaj przez aparat mitotyczny.
Pierscien kurczliwy zawiera aktyne i miozyne (oraz wiele biatek towarzyszacych);
miozyna jest niezbedna w procesie cytokinezy do zaciskania pierscienia, ktory dzieli
komérki potomne [31, 40, 54]. Miozyna drozdzy bierze udziat w syntezie Sciany
komorkowej i ustanawianiu miejsca paczka w nastepnym pokoleniu [48, 53]. Faktem
jest, ze septyny odgrywajg zasadniczg role w mechanizmie podziatu, ale nasuwajg
sie pytania, czy septyny odgrywajg te sama czy rozne role w cytokinezie drozdzy
i zwierzat. Wczesniejsze porownania tych dwdch typdéw podziatu komoérkowego
sktaniaty badaczy do uznania, iz podobienstwa polegajg na niezbednej obecnosci
septyn, aktyny, miozyny Il oraz syntezy nowej btony komodrkowej w koncowych
fazach cytokinezy. Réznice prawdopodobnie wystepujg we wczesnej fazie cyto-
kinezy, w ktdrej odbywa sie wybor miejsca podziatu, rekrutacja biatek do prze-
prowadzenia cytokinezy, synteza nowej btony komoérkowej i inicjacja cytokinezy
[40, 45].

W paczkujagcych drozdzach potozenie miejsca paczka, jak réwniez zaciskanie
przewezenia pomiedzy komérka macierzysta i potomng istnieje od poczatku cyklu.
Zarowno septyny, jak i filamenty szyjki sg obecne w szyjce potgczenia komorka
macierzysta - paczek, ale nie jest oczywiste, czy ulegajg one kurczeniu w czasie
cytokinezy. Raczej pierScienn septynowy dzieli sie w plaszczyznie podziatu, tak
wiec matka i pgczek otrzymujg nienaruszony pierscien o zredukowanej grubosci,
ale nie $rednicy.

Septyny moga spetniaé role ,,wskazowki” dla miejsca przysziego paczka, co
przedstawia model Chanta [8] (rys. 2). Model ten zostat wyprowadzony z badan
genetycznych oraz analizy wspétwystepowania septyn z innymi biatkami [10, 51].
Produkty genéw Bud3, Bud4 i zwigzane z nimi czynniki moga dostarcza¢ znacznikow
powierzchniowych dla jednobiegunowego paczkowania w komérkach haploidal-
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RYSUNEK 2. Model Chanta [8] roli septyn w determinacji miejsca inicjowania nowego paczka w

paczkowaniu jednobiegunowym drozdzy: Podczas fazy G1 septyny tworzg pierscief najednym biegunie

w wyniku dziatania kaskady ustanawiajacej polarnos¢ (strzatka). W fazie S paczek rosnie w obecnosci

pierscienic septynowego, a nastepnie w fazie G2/M biatko Bud3p dotacza do pierscienia septynowego;

podczas cjtokinezy ten podwdjny pierscien rozdwaja sie przechodzac do komoérek potomnych, w ktérych

ulega degndacji, natomiast oddziatywanie biatek Budlp i Cdc42p GTPazy (strzatka) ustanawia miejsce
nowego pierscienia septynowego

nych [10, 51]. Immunolokalizacja wykazata, ze w p6znej fazie cyklu komérkowego
biatko Bad3p otacza podwojnym pierscieniem obszar przewezenia miedzy komorkg
macierz)sta a paczkiem; jest to pozycja, gdzie komorki bedg tworzyty osiowo paczki
w nastepnym cyklu komérkowym. Podczas cytokinezy ma miejsce podziat pod-
wadjnego pierscienia na dwa pojedyncze, z ktérych kazdy pozostaje w komérce
potomnej do czasu zapoczatkowania nowego paczka, kiedy to pierscienie Bud3p
rozpraszajg sie. Postuluje sie, ze Bud3p jest rekrutowane do obszaru szyjki przez
uprzednio istniejacy pierscien septynowy [8]. Tak wiec podczas paczkowania ko-
morek haploidalnych wystepuje swoisty cykl: pierscien septynowy dziata jako ma-
tryca do gromadzenia Bud3p i biatek towarzyszacych, a czynniki te determinujg
potozenie pierscieni septynowych w nastepnym pokoleniu. Bud3p wraz z septynami
stanowi zatem swoistego rodzaju ,,pamiec¢ strukturalng” uporzadkowania przestrzen-
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nego dziedziczong z jednego cyklu komdrkowego do nastepnego. Mechanizm tego
procesu jest prawdopodobnie bardzo skomplikowany; miesci sie w nim cata se-
kwencja przemian odpowiedzialna za polaryzacje miejsca tworzenia paczka na po-
czatku cyklu komérkowego, mianowicie kaskada GTPazowa biatek Budlp i Cdc42p
[9, 12, 24, 30, 49].

Opisano réwniez genetyczne oddziatywania miedzy genami septynowy mi igenami
potrzebnymi do dwubiegunowego modelu pgczkowania w komérkach diploidalnych
[1,21,55]. Mechanizm mozliwy dlatych oddziaty wan jest trudniejszy do interpretacji,
poniewaz silna korelacja pomiedzy lokalizacjg septyn i determinacjg miejsca przy-
sztego paczka nie pasuje do dwubiegunowego modelu paczkowania [8]. Obok czte-
rech septyn koniecznych w podziale komérki wegetatywnej, drozdze maja dwie
dodatkowe septyny: Spr3p i Spr28p, ktére biorg udziat w ksztattowaniu $ciany
zarodnika w czasie sporulacji [13, 18, 47] oraz w morfogenezie zwigzanej z two-
rzeniem wyrostkbw w komdrkach koniugujacych [22, 30]. Tak wiec, rola septyn
moze by¢ zr6znicowana w zaleznosci od warunkow fizjologicznych wzrostu komorki
[15, 22, 30, 36, 49].

Septyny innych organizméw mogg réwniez petni¢ dodatkowe funkcje poza cy-
tokineza. Podczas gastrulacji zarodkéw muszki owocowej septyny stwierdzono w
miejscu, gdzie aktyna i miozyna wspotdziatajg w czasie zaciskaniabmzdy grzbietowej
[19]. W neuroblastach ludzkich septyne znaleziono nie tylko w bruzdzie podziatowej,
ale takze w dystalnych czesciach wiokien naprezeniowych zawierajgcych aktyne
oraz w punktach adhezji do podtoza, a takze w skupiskach degenerujacych neuronéw
w chorobie Alzheimera [33].

Struktury septynopodobne znakowane monoklonalnym przeciwciatem 12G9
skierowanym przeciwko biatkom cytoszkieletu orzeska Tetrahymena [27] stwier-
dzono takze w punktach adhezji do podtoza fibroblastow kregowcéw z zarodkow
kurzych oraz komérek 3T3 hodowanych in vitro [28], co potwierdza podobieristwo
antygenu 12G9 do lepiej poznanych septyn zwierzat i drozdzy. Jak wiadomo, w
punktach adhezji wystepuje réwniez wieloczgsteczkowy kompleks biatek towarzy-
szacych aktynie [45], za$ same mikrofilamenty aktynowe uczestnicza w lokali-
zowaniu filamentéw septynowych w interfazalnych komérkach HelLa [34]. W trakcie
gojenia matych uszkodzern warstwy komdrek ssakéw hodowanych in vitro i w
operowanych zarodkach kurzych in vivo tworzg si¢ na krawedzi zranionej wigzki
filamentow aktynowych wraz z biatkami towarzyszagcymi (np. miozyna Il, wilina,
tropomiozyna) podobne do pierscieni zaciskajagcych bruzde podziatowg, w ktorej
wystepuja septyny [3, 4]. Biatka septynopodobne, znakowane przeciwciatem 12G9
znaleziono w stmkturze przyrannej operowanego orzeska Paraurostyla oraz wirka
Catenula [28]. Zatem dalsze badania nad oddziatywaniem septyn z aktyna i innymi
biatkami pozwolg, by¢ moze, nablizsze poznanie mechanizmow nie tylko cytokinezy,
ale i gojenia rany.
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PODSUMOWANIE

Septyny stanowig nowg rodzine biatek wystepujaca we wszystkich dotychczas
badanych pod tym katem eukariontach. Po raz pierwszy wykryto je w pgczkujgcych
drozdzach, gdzie wspdtwystepuja z filamentami szyjki taczacej paczek z komorka
matczyra. Ostatnie badania wykazaly, ze septyny wystepujg takze w innych grzybach,
owadach i kregowcach, a takze pierwotniakach. Bez wzgledu na oczywiste rdznice
w cytoknezie réznych gatunkéw (np. paczkowanie drozdzy, niepetne rozdzielanie
komdrek w syncycjum wczesnego zarodka muszki (Drosophila), petny podziat ko-
morek pierwotniakéw czy komorek nabtonkowych kregowcéw in vitro) septyny
wydajg sie byé niezbedne w tym procesie. Septyny zdajg sie by¢ zaangazowane
takze w wielu innych procesach, w tym w przekazywaniu do komérek potomnych
przestrzennego uporzagdkowania prowadzacego do organizacji cytoszkieletu podpo-
wierzchiiowego.

LITERATURA

[1]] AMBERG DC, ZAHNER JE, MULHOLLAND JW, PRINGLE JR, BOTSTEIN D.
Aip3p/Bud6p, a yeast actin-interacting protein that is involved in morphogenesis and the
selection of bipolar budding sites. Mol Biol Cell 1997; 8: 729-753. [

[2] BALASUBRAMANIAN MK, HIRANI BR, BURKE JD, GOULD KL. The Schizosaccharo-
mycespombe cdc3+ gene encodes a profilin essential for cytokinesis. J Cell Biol 1994; 125:
1289-1301.

[31 BEMENT WM, FORSCHER P, MOOSEKER M. Novel cytoskeletal structure involved in
purse string wound closure and cell polarity maintenance../ Cell Biol 1993; 121: 565-578.

[4] BROCK J, MIDWINTER K, LEWIS J, MARTIN P. Healing of incisional wounds in the
embr>onic chick wind bud: characterization of the actin purse-string and demonstration of a
requirement of Rho activation. J Cell Biol 1996; 135: 1097-1107.

[5] BYERS B, GOETSCHL. A highly ordered ring of membrane-assiociated filaments in budding
yeast. / Cell Biol 1976; 69: 7 17-721.

[6] CASTRILLON DH, WASSERMAN SA. Diaphanous is required for cytokinesis in Drosop-
hila arid shares domains of similarity with the products of the limb deformity gene. Dev 1994;
120: 3367-3377.

[7] CHANG F, DRUBIN D, NURSE P. cdcl2p, a protein required for cytokinesis in fission yeast,
is a component of the cell division ring and interacts with profilin. J Cell Biol 1997; 173:
169-132.

[8] CHANT J. Septin scaffold and cleavage planes in Saccharomyces. Cell 1996; 84: 187-190.

[91 CHANT J, STOWERS L. GTPase cascades choreographing cellular behavior: movement,
morphogenesis, and more. Cell 1995; 81: 1-4.

[10] CHANT J, MISCHKE M, MITCHELL E, HERSKOWITZ I, PRINGLE JR. Role of Bud3p
in producing the axial pattern of yeast. J Cell Biol 1995; 129: 767-778.

[11] COOPER JA. KIEHART DP. Septins may form aubiquitous family of cytoskeletal filaments.
J Cell Biol 1996; 134: 1345-1348.



SEPTYNY - ROLA W CYTOKINEZIE 345

[12] CVRCKOWA F, DeVIRGILIO C, MANSER E, PRINGLE JR, NASMYTH K. Ste20-like
protein kinases are reqired for normal localization of cell growth and for cytokinesis in budding
yeast. Genes Dev 1995; 9: 1817-1830.

[13] DeVIRGILLIO C, DeMARINI DJ, PRINGLE JR. SPR28, asixth member of the septin family
in Saccharomyces cerevisiae that is expressed specifically in sporulating cells. Microbiology
1996; 142: 2897-2905.

[14] DIDOMENICO BJ, BROWN NH, LUPISELLA J GREENE JR. YANKO M, KOLTIN Y.
Homologs of the yeast neck filament associated genes: isolation and sequence analysis of
Candida albicans CDC3 and CDC10. Mol Gen Genet 1994; 242: 689-698.

[15] DRUBIN DG, NELSON WJ. Origins of cell polarity. Cell 1996; 86: 335-344.

[16] EMMONS S, PHAN H, CALLEY J, CHEN W, JAMES B, MANSEAU L. Cappuccino, a
Drosophila maternal effect gene required for polarity of the egg and embryo, is related to the
vertebrate limb deformity locos. Genes Dev 1995; 9: 2482-2494.

[17] FANKHAUSER C, REYMOND A, CERUTTI L, UTZIG S, HOFMANN K, SIMANIS V.
The Saccharomyces pombe cdcl5 gene is a key element in the reorganization of F-actin at
mitosis. Cell 1995; 82: 435—J44.

[18] FARES H, GOETSCH L, PRINGLE JR. Identification of a developmental” regulated septin
and involvement of the septins in spore formation in Saccharomyces cerevisiae. J Cell Biol
1996; 132: 399-411.

[19] FARES H, PEIFER M, PRINGLE JR. Localization and possible functions of Drosophila
septins. Mol Biol Cell 1995; 6: 1843-1859.

[20] FIELD CM, AL-AWAR O, ROSENBLATT J, WONG ML, ALBERTS B, MITCHISON TJ.
A purified Drosophila septin complex forms filaments and exhibits GTPase activity. J Cell Biol
1996; 133: 605-616.

[21] FLESCHER EG, MADDEN K, SNYDER M. Components required for cytokinesis are
important for bud site selection in yeast. J Cell Biol 1993; 122: 373-386.

[22] GIOTL, KONOPKA JB. Functional analysis of the interaction between Afrip and the Cdcl2p
septin, two proteins involved in pheromone - induced morphogenesis. Mol Biol Cell 1997; 8:
987-998.

[23] HARTWELL LH. Genetic control of the cell division cycle in yeast. 4. Genes controlling bud
emergence and cytokinesis. Exp Cell Res 1971; 69: 265-276.

[24] HERSKOWITZ I. MAP kinase pathways in yeast: for mating and more. Cell 1995; 80:
187-197.

[25] JERKA-DZIADOSZ M. Cytoszkielet i jego rola w organizacji przestrzennej komérki (na
przyktadzie pierwotniakéw). Kuznicki L [red] Komérka jej budowa i ruch. Zaktad Narodowy
im. Ossolinskich 1987: 29-68.

[26] JERKA-DZIADOSZ M, CZUPRYN A. The filaments supporting ciliary primordia and fission
furrow in the hypotrich ciliate Paraurostyla weissei, revealed by the monoclonal antibody 12G9:
studies on wild-type and ciliary hypertrophy mutant. Protoplasma 1997; 197: 241-257.

[27] JERKA-DZIADOSZ M. JENKINS LM, NELSEN EM, WILLIAMS NE, FRANKEL J.
Cellular polarity in ciliates: persistence of global polarity in a disorganized mutant of Tetrcihy-
mena thermophila that disrupts cytoskeletal organization. Dev Biol 1995; 169: 544-661.

[28] JERKA-DZIADOSZ M, MUSZYNSKA K, KRAWCZYNSKA W. Septin-like filaments in
ciliate wound healing. In preparation.

[29] JOHNSON KA, BORISY GG. Equilibrium Assembly of Microtubules, [w] Molecules and
Cell Movement.Inoue S, Stephens RE. New York: Rawen Press 1975; 119-141.

[301 KACZANOWSKA J, WLOGA D, KACZANOWSKI A. Polaryzacja komoérki, biatka polarne
i cytokineza. Post Bioch 1996; 42: 227-237.

[31 ] KARESS RE, CHANG XJ, EDWARDS KA, KULKARNI S, AGUILERA I, KICHART DP.
The regulatory light chain of nonmuscle myosin is encoded by spaghetti-squash, a gene required
for cytokinesis in Drosophila. Cell 1991; 65: 1177-1189.



346 1 STRZYZEWSKA, U. WOJSA-LUGOWSKA, M. JERKA-DZ1ADOSZ

[32] KILMARTIN JV, DYOS SL, KERSHAW D, FINCH JT. A spacer protein in the Saccharo-
myces cerevisiae spindle pole body whose transcript is cell cycle-regulated. J Cell Biol 1993;
123: 1175-1184.

[33] KINOSHITA M, KINOSHITA A, HARAGUCHI T, HIRAOKA Y, KUMAR S, NODA M.
Mammalian septins: involvement in cytokinesis, actin-based structures and neurodegenerative
diseases. Mol Biol Cell 1997; 8: 369a.

[34] KINOSHITA N, KUMAR S, MIZOGUCHI A, IDE C, KINOSHITA A, HARAGUCHI T,
HIRAOKA Y, NODA M. Nedd5, a mammalian septin, is a novel cytoskeletal component
interacting with actin-based structures. Genes Dev 1997; 11: 1535-1547.

[35] KRAUZE K, MAKUCH R. Rola biatek motorycznych w mitozie. W przygotowaniu.

[36] KRON SJ, GOW NAR. Budding yeast morphogenesis: signaling, cytoskeleton and cell cycle.
Curr Opin Cell Biol 1995; 7: 845-855.

[37] LI R, ZHENG Y, DRUBIN DG. Regulation of cortical actin cytoskeleton assembly during
polarized cell growth in budding yeast. J Cell Biol 1995; 128: 599-615.

[38] LONGTINE MS, DeMARINI DJ, VALENCIK ML, AL-AWAR OS, FARES H, DeVIRGI-
LIO C, PRINGLE JR. The septins: roles in cytokinesis and other processes. Curr Opin Cell Biol
1996; 8: 106-119.

[39] McCOLLUM D, BALASUBRAMANIAN MK, PELCHER LE, HEMMINGSEN SM, GO-
ULD KL. Schizosaccharomyces pombe cdc4 gene encodes a novel EF-hand protein essential
for cytokinesis. J Cell Biol 1995; 130: 651-660.

[40] MILLER KG, KIEHART DP. Fly division. J Cell Biol 1995; 131: 1-5.

[41]] MOMANY M, MORREL JL, HARRIS SD, HAMER JE. Septum formation in Aspergillus
nidulans. Can J Bot 1995; 73: 396-399.

[42] MOOSEKER MS, CHENEY RE. Unconventional myosin. Annu Rev Cell Dev Biol 1995; 11:
633-675.

[43] NAKATSURU S, SUDO K, NAKAMURA Y. Molecular cloning of a novel human cDNA
homologous to CDC10 in Saccharomyces cerevisiae. Biochem Biophys Res Commun 1994;
202: 82-87.

[44] NEUFELD TP, RUBIN GM. The Drosophila peanut gene is required for cytokinesis and
encodes a protein similar to yeast putative bud neck filament proteins. Cell 1994; 77: 371-379.

[45] NOBES CD, HALL A. Rho, Rac, and Cdc42 GTPases regulate the assembly of multimolecular
focal complexes associated with actin stress fibres, lamellipodia, and filopodia. Cell 1995; 81:
53-62.

[46] OAKLEY BR. y-tubulin: the microtubule organizer? Trends Cell Biol 1992; 2: 1-5.

[47] OZSARAC N, BHATTACHARYYA M, DAWES IW, CLANCY MJ. SPR3 gene encodes a
sporulation - specific homologue of the yeast CDC3/10/11/12 familly of bud neck microfilament
genes and is regulated by ABFI. Gene 1995;164: 157-162.

[48] RODRIGUEZ JR, PATERSON BM. Yeast myosin heavy chain mutant: maintenance of the
cell type specific budding pattern and the normal deposition of chitin and cell wall components
requires an intact myosin heavy chain gene. Cell Motil Cytoskel 1990; 17: 301-108.

[49] ROEMER T, VALLIER LG, SNYDER M. Selection of polarized growth sites in yeast. Cell
Biol 1996; 6: 434-441.

[50] SANDERS SL, FIELD CM. Septins in common? Curr Biol 1994; 4: 907-910.

[51] SANDERS SL, HERSKOWITZ J. The Bud4 protein of yeast, required for axial budding, is
localized to the mather/bud neck in a cell cycle dependent manner. J Cell Biol 1996; 134:
413—427.

[52] SCHROER TA, BINGHAM JB, GILL SR. Actin-related protein 1and cytoplasmic dynein-
based motility - what’s the connection? Trends Cell Biol 1996; 6: 212-215.

[53] WATTS FZ, SCHIELDS G, ORR E. The yeast MYOI gene encoding a myosin-like protein
required for cell division. EMBO (EurMol Biol Organ) J 1987; 6: 3499-3505.



SEPTYNY - ROLA W CYTOKINEZIE 347

[54] WELCH MD, HOLTZMAN DA, DRUBIN DG. The yeast actin cytoskeleton. Curr Opin Celi
Biol 1994; 6: 110-119.

[55] ZACHNER JE, HARKINS HA, PRINGLE JR. Genetic analysis of the bipolar pattern of bud
site selection in the yeast Saccharomyces cerevisiae. Mol Cell Biol 1996; 16: 1857-1870.

[56] ZHANG CX, LEE MP, CHEN AD, BROWN SD, HSIEH T. Isolation and characterization of
aDrosophila gene essential for early embryonic development and formation of cortical cleavage
furrows. J Cell Biol 1996; 134: 923-934.

Redaktor prowadzacy - W. Kilarski

Otrzymano: 01.11. 1997 r.
Przyjeto: 09.02.1998 r.
Adres autora: ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa



http://rcin.org.pl



POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 25, 1998 NR 3 (349-378)

INDUKCJA EMBRIONALNA W ZARODKACH
XENOPUS LAEVIS - CZYNNIKI INDUKUJACE

EMBRYONAL INDUCTION IN XENOPUS LAEVIS EMBRYOS -
INDUCING FACTORS
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Streszczenie: Indukcja embrionalna lezy u podstaw réznicowania sie komérek. Mimo licznych badan na
ten temat charakter czynnikdéw indukcyjnych diugo byt niejasny. W ostatnich latach zidentyfikowano
szereg produktéw genéw zarodkowych: biatka sekrecyjne oraz czynniki transkrypcyjne, zdolnych do
indukcji. W artykule przedstawiono, jakie biatka sekrecyjne i czynniki transkrypcyjne sg czynne w
indukcji we wczesnym okresie rozwoju zarodkéw zaby Xenopus. Szczeg6lng uwage zwrdcono na role
tych czynnikéw w tworzeniu centrum Nieuwkoopa, indukcji mezodermy, indukcji organizatoraSpeman-
na oraz w indukcji nerwowej.

Stowa 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. WSTEP

Indukcja embrionalna jest to wzajemne oddziatywanie na siebie réznych czesci
rozwijajgcego sie zarodka, powodujaca utworzenie nowego szlaku rozwojowego
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w jednym lub obu reagujacych systemach [33]. Stoi ona u podstaw rdznicowania
sie komérek w kazdym rozwijajacym sie organizmie. Badania nad indukcjg em-
brionalna, zwtaszcza w rozwoju zarodkéw ptazéw i ptakéw majg juz bardzo diugg
historie. Rozpoczeli je Spemann i Mangold w 1924 r., a w 1935 r. Spemann zostat
za nie wyrdzniony nagrodg Nobla. Od tej pory zainteresowanie indukcja embrionalng
nie stabnie. Spemann i Mangold pierwsi wprowadzili pojecie indukcji embrionalnej
induktora, czyli czynnika indukujgcego i kompetencji jako zdolnosci komorki do
odpowiedzi na dziatanie induktora. Przez wiele lat starano sie bezskutecznie okresli¢
nature i mechanizmy funkcjonowania czynnikéw indukcyjnych. Dopiero pod koniec
lat osiemdziesiatych zwrécono uwage na czynniki wzrostowe jako potencjalne in-
duktory. Od tego czasu uzyskano wiele nowych informacji, ktére przyblizajg nas
do zrozumienia istoty indukcji embrionalnej. Najwiecej badarh w tym zakresie pro-
wadzonych jest na zarodkach ptazéw, a w szczeg6lnosci na zarodkach Xenopus,
ktére z wielu wzgledéw najlepiej sie do tego nadaja.

Podstawowe procesy zachodzace w czasie indukcji embrionalnej omoéwione sg
w podrecznikach embriologii [4*, 18*1. W artykule tym zostang przedstawione
ostatnie osiggniecia w badaniach nad czynnikami biorgcymi udziat we wczesnej
indukcji embrionalnej w zarodkach Xenopus.

2. ROZWOJ ZARODKA PLAZA

Jaja ptazéw sg mezolecytalne, wyraznie spolaryzowane, mozna bowiem w nich
wyrozni¢ biegun animalny z jadrem komérkowym i wegetatywny z zageszczonymi
ptytkami zdéttka (rys. 1). Biegunowo$¢ jaja wigze sie z roztozeniem zéttka w gra-
diencie animalno- wegetatywnym, a podkreslonajest zageszczeniem ziaren pigmentu
- melaniny w warstwie korowej pod btong komdérkowa na pétkuli animalnej. W
warstwie korowej znajduja sie takze mikrotubule oraz filamenty aktynowe i mio-
zynowe, stanowigce podscielisko btony komoérkowej. W cytoplazmie jaja zawarte
sq informacje rozwojowe w postaci roznych mRNA i biatek zsyntetyzowanych
W czasie oogenezy.

Whnikniecie plemnika powoduje resymetralizacje jaja z promienistej na grzbie-
towo-brzuszng. Odbywa sie to na skutek depolaryzacji btony komérkowej, reakcji
korowej i obkurczenia sie cytoplazmy korowej na pétkuli animalnej, co powoduje
przesuniecie sie warstwy korowej wraz z barwnikiem, tzw. rotacje korowg. Na
skutek tych przesunie¢ na granicy pétkuli animalnej i wegetatywnej na stronie
jaja przeciwlegtej do miejsca wnikniecia plemnika tworzy sie obszar, ktory u wie-
kszosci ptazbw ma szare zabarwienie, tzw. szary poétksiezyc. W zaptodnionych
jajach Xenopus obszar ten nie wyrdznia sie odmiennym zabarwieniem.

‘np. 18* - pozycja zawiera obszerniejszg literature.
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Bruzdkowanie catkowite nierbwnomiernie
prowadzi do wytworzenia kulistej blastuli z jama
- blastocelem w $rodku. Sciana blastuli Xenopus
sktada sie z kilku warstw komorek, z matych
blastomeréw wokdt bieguna animalnego i duzych
w poOtkuli wegetatywnej. Posredniej wielkosci bla-
stomery tworza skosny pas na granicy potkuli
animalnej i wegetatywnej zwany strefg brzezng
(marginal zone). Wyrdznia sie stadia wczesnej,
Sredniej i péznej blastuli. Kluczowym dla rozwoju
zarodka jest przejscie z wczesnej do $redniej bla-
stuli - MBT (Mid Blastula Transition), kiedy konA-
cza sie synchroniczne podziaty blastomerdw iroz-
poczyna sie ekspresja wasnych (zygotycznych)
genow zarodka. Do MBT rozwojem zarodka kie-

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

ruje wytacznie matczyna informacja rozwojowa, nagromadzona uprzednio w jaju

W czasie oogenezy.

Gastrulacja jest zwigzana z ruchami komdrek, a morfologicznym przejawem
ich rozpoczecia jest powstawanie prageby. Wpuklanie sie komdrek grzbietowej
czesci strefy brzeznej do jamy blastuli prowadzi do wytworzenia prajelita, ktérego
strop zawiera materiat na strune grzbietows, boki na mezoderme przyosiowg iboczna,
a dno na endoderme (rys. 8). Wpuklanie sie komoérek zachodzi dzieki ruchom
powodujgcym réwnoczesne skupianie sie ich w pasma w linii $rodkowej zarodka

RYSUNEK 2. Schemat bruzdkujacego

zarodka Xenopus w stadium 32 blasto-

meréw: zaznaczone miejsce wnikniecia

plemnika w czasie zaptodnienia oraz

przewidziany kierunek rozwoju blasto-

meréw: A - biegun animalny, W - bie-
gun wegetatywny

oraz wydtuzanie sie tych pasm w kierunku przy-
sztego kornca gtowowego zarodka, co zostato na-
zwane ruchami morfogenetycznymi zbiezno-wy-
dtuzajagcymi (convergent-extension). W konco-
wym etapie gastrulacji obszar potkuli animalnej
obejmujacy ektoderme rozcigga sie i okrywa pot-
kule wegetatywna, ktéra wpukla sie do blastocelu
i pozostaje widocznajedynie w formie czopa z61-
tkowego zatykajacego pragebe. W ektodermie
wyodrebnia sie ptyta nerwowa, ktérej boczne fait-
dy tacza sie ze soba tworzac cewe nerwowg. Za-
rodek osigga wtedy stadium neuruli.

W trakcie rozwoju ptaza z jaja o symetrii pro-
mienistej powstaje zarodek o wyraznych osiach:
grzbietowo-brzusznej D-V (dorso-ventralis) i
przednio-tylnej A-P (anterior-posterior) o syme-
trycznym utozeniu zawigzkéw narzadéw wzdtuz
osi A-P. Poczatkiem przemiany symetrii promie-
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nistej jest przesuniecie sie sktadnikow
jaja i nieréwnomierne ich przydzielenie
poszczeg6lnym blastomerom. Interak-
cja miedzy réznigcymi sie sktadem bla-
stomerami, zwtaszcza w strefie
brzeznej, rozpoczyna procesy indu-
kcyjne. W dalszym rozwoju wzajemne
oddziatywanie ré6znych grup komorek
prowadzi do wytworzenia listkéw za-
rodkowych. Narzady pierwotne, a na-
stepnie ostateczne narzady powstajg na
skutek dalszych indukcji tzw. drugo-
RYSUNEK 3. _Schgmat blast_uli zgrodka X_erlopL_Js\ rzednych W obrebie listkdw zarodko-
kAL ek Slni SO 1 wych § ich pochodnych. Prace ekspery-
na; A - biegun animalny, B - strona brzuszna, G - mentalne wielu autoréw daty podstawe
strona grzbietowa, W - biegun wegetatywny, zazna-  do wysunigcia hipotezy wielu réznych
czone mlejscewmkmezliirp])ilgmmkawcza5|ezapiod- organizatoréw dziatajacych w kolejno-
§ci czasowej i przestrzennej w rozwoju
zarodka ptazéw, w szczeg6lnosci w wy-
znaczaniu, determinacji i réznicowaniu osi zarodkowych.

3. METODY BADANIA INDUKCJI U PLAZOW

Znakujac roznymi metodami poszczeg6lne komorki blastuli mozna przesledzié
ich los w trakcie rozwoju zarodka. Na tej podstawie sporzgdzono juz dawno mape
presumptywnych obszaréw jaja i blastuli Xenopus (rys. 2, 5).

Klasyczng metodg badania indukcji embrionalnej ptazéw, wprowadzong jeszcze
przez Spemanna, jest wszczepianie wycinkéw zarodka dawcy w r6zne okolice za-
rodka biorcy. P6Zniej stosowano czesto metode sandwiczdw hodujac razem wycinki
réznych listkow zarodkowych czy fragmentéw zarodka. W wielu badaniach po-
stugiwano sie znakowaniem grup lub pojedynczych komoérek. Badano réwniez kse-
noindukcje, tj. wpltyw obcych tkanek i réznych substancji chemicznych na
wywotywanie indukcji. Zaznaczy¢ tu trzeba, ze gtéwnym kryterium pozytywnego
wyniku indukcji jest otrzymanie wtdrnej cewy nerwowej wyznaczajacej dodatkowg
0§ A-P zarodka. Liczne badania prowadzone sg na izolowanych cze$ciach blastuli
i gastruli. zwtaszcza na izolowanej potkuli animalnej nazwanej czapeczka animalng
(animal cap) - AC, ktéra hodowana in vitro réznicuje sie wytacznie w nietypowg
ektoderme. AC uzywane sg jako modele testowania wptywu rdznych substancji
na przebieg indukcji. Badane sg rowniez odpowiedzi na czynniki indukcyjne po-
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jedynczych komdrek izolowanych z zarodka. W ostatnich latach zastosowanie catego
wachlarza metod biologii molekularnej i inzynierii genetycznej posuneto badania
nad wczesnym rozwojem zarodkéw kregowcow. Metody te potgczone z cytoim-
munnologicznym oznaczaniem bialek i zastosowaniem mikroskopu konfokalnego
pozwolity na lokalizacje niektérych czynnikdw indukcyjnych w wczesnych fazach
rozwoju zarodkowego Xenopus.

4. WYZNACZANIE OSI GRZBIETOWO-BRZUSZNEJ
ZARODKA

Determinacja osi D-V zachodzi przed pierwszym podziatem bruzdkowania na
skutek rotacji korowej. Rotacja korowa prowadzi do zmiany sktadu cytoplazmy
w rejonie podréwnikowym po stronie przeciwnej do miejsca wnikniecia plemnika,
przez co rejon ten staje sie wyznacznikiem strony grzbietowej zarodka. Przemie-
szczanie warstwy korowej zachodzi na skutek $lizgania sie wzgledem siebie mi-
krotubul zlokalizowanych w warstwie korowej potkuli wegetatywnej [27].

Wysunieto dwie przeciwstawne hipotezy dotyczace mechanizmu wyznaczania
osi D-V przez rotacje korowa:

1) Rotacja korowa w czasie pierwszego cyklu komérkowego dostarcza wskazowek
przestrzennych, ktére aktywujg lokalnie poszczegdlne rejony jaja; w nich z kolei
ujawniajg sie nowe wskazéwki decydujace o pdzniejszych etapach determinowania
osi D-V.

2) Na biegunie wegetatywnym jaja sg zlokalizowane determinanty grzbietowe
i w czasie rotacji przesuwajg sie do rejonu podréwnikowego [38].

Za ta drugg hipoteza przemawiaja wyniki badan z ostatnich dwéch lat. Wykazano
bowiem, ze wegetatywna warstwa korowa jest specjalng czeScig cytoszkieletu, w
ktérej zakotwiczajg sie czynniki matczyne oraz ze w niezaptodnionym jaju na matym
obszarze (obejmujacym okoto 2% powierzchni warstwy korowej) na biegunie we-
getatywnym skupione sg determinanty grzbietowe [22, 38]. W rotacji korowej de-
terminanty te przesuwane sg wzdtuz linii potudnika do rejonu podréwnikowego.
W czasie bruzdkowania determinanty zostajg przydzielone okreslonym blastomerom.
W blastuli ta mata grupa komorek zlokalizowana w rejonie wegetatywnym ponizej
czesci rownikowej tworzy tzw. centrum Nieuwkoopa [10] (rys. 3, 9). Centrum
to indukuje w przylegajacych do niego komoérkach pasa rownikowego powstanie
organizatora Spemanna. W odrdznieniu od organizatora Spemanna komorki centrum
Nieuwkoopa nie wchodza w sktad struktur, ktére ono indukuje, a zgodnie ze swoim
przeznaczeniem wchodzg w sktad endodermy.

Determinanty grzbietowe moga by¢ transportowane w czasie oogenezy, doj-
rzewania jaja oraz po zaptodnieniu wraz z tzw. chmurkami (ang. nuage material)
zwigzanymi z mitochondriami i stanowigcymi determinanty komorek praptciowych.
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TABELA 1. Zestawienie czynnikéw biatkowych odgrywajacych role
w poczatkowych procesach indukcji w zarodkach Xenopus.

Czynniki Lokalizacja w rozwoju zarodka Dziatanie na izolowang Litera-
ja- blastula gastrula AP tura
jo

CZYNNIKI SEKRECYINE
Rodzina TGF @3
(Transforming Growth
Factor) - transformujacy
czynnik wzrostowy typu 3

Aktywine X potkula struna dorsalizacja 3,21*
weget. grzbietowa mezodermy
BMP (Bene Morphogenetic X cata brzuszna wentralizacja mezoder- 3,9%,
Protein) - biatko morfoge- potowa my, epidermizacja 16,
netyczne kosci 21*,48
Vg 1 - potkula struna dorsalizacja mezodermy
weget. grzbietowa 3,10,
Chordyna ? 7 organizator  dorsalizacja 21*
Spemanna
Dorsalina X 7 ektoderma 7 49*
epidermalna
Xnr biatko kodowane - - organizator  dorsalizacja 21*
przez gery zwigzane Spemanna
zNodal rryszy 14,17,
39

Rodzina WNT
biatka homologiczne
do wingless Drosophila

Xwnt 7 centrum strefa 3,10,
Nieuwkoopa brzezna 15

Noggin X organizator  neuralizacja ektodermy 3,52*
Spemanna

Follistatyna X - organizator  neuralizacja 3
Spemanna

FGF (Fibroblast Growth X 7 organizator 3,21%*,

Factor) ciynnik wzrostu Spemanna 52*

fibroblastow

CZYNNIKI TRANSKRYPCYJINE
Rodzina T-box - biatka
o domenie T-box

Apod (anipodean) X strefa presumptywna mezoderma brzuszna 43*
brzezna mezoderma  miesnie

Brat X  strefa presumptywna mezoderma brzuszna 15*
brzezna mezoderma

Eomes (eomesodermin) X strefa presumptywna mezoderma grzbietowa 15%,

brzezna mezoderma 43*
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TABELA 1lcd.
Czynniki Lokalizacja w rozwoju zarodka Dziatanie na izolowang Litera-
ja- blastula gastrula AP tura
10
CZYNNIKI TRANSKRYPCYJINE
Veg-T X strefa presumptywna rozne 51
brzezna mezoderma
warga
blastoporu
Xbra (Xbrachyury) X  strefa mezoderma dorsalizacja mezodermy 3,
brzezna zanika 7*,46*
w  strunie
Xombi (Xenopus optomotor X strefa grzbietowej rézne 31*
blind) brzezna
Rodzina Homeobox koduje
biatka 0 homeodomenie
Gsc (goosecoid) mezoderma ? modyfiikacja 3, 52*
grzbietowa mezodermy
Lim-1 - organizator 3
Spemanna
Otx [orthodenticle) organizator 1*29*
Spemanna
Siamois centrum 7 7 10
Nieuwkoopa
Vox X cata czg$¢ brzusz- wentralizacja 41*
na zarodka
Xmsxl| — — cze$¢ brzusz- epidermizacja 45*
na zarodka
Xnot — strefa cze$ciowa wentralizacja 41*
brzezna
Xwent mezoderma mezoderma  wentralizacja 40%*,
brzuszna brzuszna 41*
Rodzina fork head
HNF (hepatic nuclearfactor) mezoderma 3,47*
(dawniej LNF - liver nuclear endoderma
factor)
Pintallavis - - organizator 7*,51*
Spemanna

Biatka z palcami cynkowymi
Xcat podobne do nanos X - - 7 52
u Drosophila
Inne biatka
XIPOU strefa organizator hamowanie BMP 49
brzezna Spemanna
grzbietowa
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Wykazano, ze chmurki te zawierajg szereg specyficznych mRNA, takich jak mRNA
dla Xcat-2, Xwnt-1l (tab. 1) [43, 52].

Inny mechanizm wyznaczania strony grzbietowej zarodka Xenopus. proponuje
Kageura [19]. W niezaptodnionym jaju czynnik grzbietowy jest zlokalizowany
w cytoplazmie korowej dookota bieguna wegetatywnego. Drugi czynnik okre$lony
jako korowy jest rozmieszczony nierbwnomiernie, najwyzsze stezenie ma w strefie
rownikowej malejgce w kierunku obu biegundéw. Czynniki te sg rozdzielone. W
czasie rotacji korowej czynnik grzbietowy przesuwa sie z bieguna wegetatywnego
na przyszia strone grzbietowg i rozcigga sie na p6tkule animalna. Poniewaz potozenie
czynnika korowego nie zmienia sie, w rejonie grzbietowym czesci rownikowej
obydwa te czynniki naktadajg sie. Na skutek ich interakcji pojawia sie ostateczny
determinant nazwany rzeczywistym determinantem grzbietowym (actual dorsal de-
terminant), ktéry determinuje centrum Nieuwkoopa. Moze on by¢ zmodyfikowanym
czynnikiem korowym lub zmodyfikowanym czynnikiem grzbietowym.

Jakie sa mechanizmy dzialania i natura samych determinantéw grzbietowych,
nie wiadomo. Za czynniki dorsalizujgce uwazne sg przez wielu autorow aktywina
i biatka sekrecyjne kodowane przez geny Vgl, noggin, Wnt (tab. 1), poniewaz
indukuja one druga o$ grzbietowa zarodka, jednak rola ich w pierwotnej determinacji
strony grzbietowej nie jest jasna.

Niektorzy autorzy przypuszczajg, ze determinantem grzbietowym jest proteaza,
ktora rozszczepia prekursor Vg-1 (patrz dalej) do aktywnej formy [38*]. Zhang
i King [51] sugeruja, ze determinantem grzbietowym moze byé czynnik trans-
krypcyjny Veg-T, tworzy on gradient stezenia wzdtuz osi animalno-wegetatywnej,
ktéry moze determinowac losy komdrek przez regulacje genéw docelowych w za-
leznosci od poziomu jego stezenia.

W centrum Nieuwkoopa ulegajg ekspresji geny Siamois i Wnt (tab. 1). Biatko
Siamois pojawia sie w grzbietowej czesci potkuli wegetatywnej w jadrach ko-
mérkowych w MBT. W centrum Nieuwkoopa wykryto réwniez obecno$é czasteczek
sygnalizacji srodkomérkowej: kateniny (3 oraz kinazy syntazy glikogenowej-3
GSK-3 (Glycogen Synthase Kinase). Katenina a, jak i katenina (3oraz plakoglobina
sg syntetyzowane w czasie oogenezy w oocycie Xenopus. Katenina [3jest obecna
pod koniec rotacji korowej w warstwie mikrotubul na grzbietowej stronie jaja, a
nastepnie w grzbietowych blastomerach z maksimum koncentracji w zewnetrznej
warstwie ektodermalnej. Od stadium 16 blastomeréw znajduje sie takze w jadrach
komorkowych. Wstrzyknieta do zarodka katenina [3 gromadzi sie na grzbietowej
stronie zarodka [10, 19*, 24, 28, 50].

Whnt dla dziatania indukcyjnego wymaga posrednictwa kateniny 3 [10]. Z kilku
znanych biatek rodziny Wnt obecnych w zarodku Xenopus, tylko Xwnt-8 wplywa

* Kateninajest biatkiem cytoplazmatycznym zwigzanym z kadheryng i takze czynnikiem transkry-
pcyjnym.
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na ekspresje kateniny [3 Wstrzykniete do zarodka Xwnt-8 zwiekszato w nim ilo$¢
kateniny o ponad 200%, podczas gdy Xwnt-1l wpltywato minimalnie na poziom
kateniny. Xwnt-8 hamuje dziatanie GSK-3, ta w braku Xwnt-8 fosforyluje bez-
posrednio katening, powodujac jej degradacje. Asymetryczne rozmieszczenie ka-
teniny 3w zarodku we wczesnej blastuli moze by¢ spowodowane wiekszg akty-
wnoscig GSK-3 na stronie brzusznej niz na grzbietowej [27].

Wedtug Fagotto i wsp. [10] centrum Nieuwkoopa powstaje dzieki kaskadzie
sygnalizacyjnej Wnt- GSK - katenina [3 w ktérej Wnt rozpoczyna szlak transdukcji
hamujgc dziatanie GSK-3, przez co uruchamiania sygnalizacje kateniny [3 pro-
wadzgcg do ekspresji Siamois. Centrum Nieuwkoopa wydziela z kolei czynnik (czyn-
niki ?) blizej jeszcze nieznany, ktory w przylegajgcej mezodermie grzbietowej
indukuje powstanie organizatora Spemanna. Autorzy ci uwazajg réwniez, ze akty-
wina, Vg-1iNoggin nie moga by¢ determinantami grzbietowymi, gdyz nie wymagaja
obecnosci kateniny 3 dla swej funkcji indukcyjnej.

5. INDUKCJA MEZODERMALNA

Indukcja mezodermalna zachodzi w blastuli jeszcze przed rozpoczeciem ekspresji
gendw zygotycznych. Uwaza sie obecnie, ze indukcja mezodermy zachodzi réw-
nocze$nie z indukcjg endodermy [15].

Potkula wegetatywna jest dominujgcg we wczesnej blastuli i wptywa na dalszy

rozwoj zarodka. Czynniki w niej wydzielane lub znajdujace sie wptywajg na komorki
lezagce w cze$ci granicznej - réwnikowej, ukierunkowujac je w przyszte komarki
mezodermalne. Czynniki indukujagce mezoderme - tzw. mezodermizujgce sg roz-
mieszczone nierownomiernie w potkuli wegetatywnej, co wykazano juz dawno ba-
dajac zdolnosci indukcyjne poszczeg6lnych
blastomeréw. Makromery grzbietowe indukujg
w potkuli animalnej strune grzbietowa i migsnie,
a makromery brzuszne powstawanie mezotelium
i mezenchymy. [4]. Prowadzi to wiec do wy-
tworzenia uporzagdkowanego wzoru réznicowania
sie przysztej mezodermy wzdtuz osi D-V. Dla
utatwienia obszary strefy brzeznej zaindukowanej
w mezoderme i przeznaczone na wytworzenie
okreslonych struktur nazwano strefg brzezna
grzbietowa, boczna, czyli posrednig i brzuszna
(rys. 4).

Wysunieto kilka hipotez przebiegu indukcji RYSUNEK 4. Podziat strefy brzeznej
mezodermalnej. Hipoteza lansowana przez Smith  wblastuli zarodka Xenopus: A - bie-
i Slacke [40,42] pod koniec lat osiemdziesigtych  *un animalny’w ’ biegun
zaktada trzy sygnaty w indukcji mezodermalnej.
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Pierwszy sygnat pochodzi z grzbietowej czeSci potkuli wegetatywnej i indukuje
strunte grzbietowga oraz niewielka ilos¢ miesni, drugi sygnat pochodzi z brzusznej
czesci i indukuje krew, mezenchyme i mezotelium. Trzeci sygnat, wytworzony
juz przez sama zaindukowana mezoderme, determinuje jej czes¢ grzbietowg i po-
woduije, ze z bocznej mezodermy tworzg sie miesnie zamiast krwi i mezenchymy.
Obecnie przedstawiane sg dwa modele indukcji mezodermy. Jeden zaktada, ze me-
zoderma brzuszna jest stanem podstawowym, jaki przyjmuje strefa brzezna zain-
dukowana przez potkule wegetatywng w braku sygnatéw dorsalizacyjnych. Wedtug
drugiego dla uformowania mezodermy brzusznej konieczne sg aktywne sygnaty
i nie wystarcza pierwotne zaindukowanie w kierunku mezodermy [16™*].

W ciggu ostatnich 10 lat rozpoznano charakter niektdrych czynnikéw indu-
kujac ych mezoderme. Sg to zar6wno biatka sekrecyjne, jak i czynniki transkrypcyjne.
Role tych czynnikdw badano gtownie Sledzgc ich wptyw na AC, wstrzykujac ich
transkrypty do wczesnych zarodkéw lub do poszczegdlnych komérek. Jednak dzia-
tanie danego czynnika w warunkach eksperymentalnych nie zawsze odzwierciedla
jego dziatanie in vivo. Brak jest rowniez jednolitych kryteriow okreslajagcych wynik
dziatania danego czynnika.

Czynniki sekrecyjne

Rozpoczecie indukcji mezodermy odbywa sie pod wptywem czynnikow mat-
czynych przed transkrypcjg gendw zygotycznych w MBT. W ostatnich kilku latach
wyka.zano ze biatka bFGF i eFGF, aktywina, Vg 1 i transkrypty gendéw Xbra,
Eomes, Apod, Xwnt 8, Brat, (tab. 1), ktére majg wptyw na réznicowanie sie me-
zodermy, S§ juz obecne przed zaptodnieniem w jaju Xenopus (3, 15, 43 i inni].

Co najmniej dwa rodzaje mezodermy zo-
stajg zaindukowane w strefie brzeznej
przed MBT. Brzuszng mezoderme indu-
kuja czynniki aktywne w czesci brzusznej
potkuli wegetatywnej, a czynniki wytwa-
rzane w centrum Nieuwkoopa indukujg me-
zoderme grzbietowg. Lemaire i Gurdon
(cyt. za [51]) sugeruja, ze dla wytworzenia
wzoru mezodermy konieczna jest réwno-
czesna aktywacja dwéch szlakow: indu-
kcyjnego iautonomicznego komaérkowego.
W tym drugim moga uczestniczy¢ czynniki
matczyne, o czym S$wiadczg obserwacje,

ze w komorkach izolowanych z strefy

RYSUNEK 5. Schemat obszaréw presump- brzeznej blastuli autonomicznie ulegaja
tywnych blastuli zarodka Xenopus: A - biegun . . .
amirr.alny, W —biegun wegetatywny ekspresji geny charakterystyczne dla
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wczesnej mezodermy, takie jak: Gsc i Xwnt -8 (Lemaire i Gurdon 1994 cyt. za
[15])

Za gtoéwne czynniki indukujagce mezoderme uwaza sie aktywine, Vgl i Noggin.
Aktywina byta pierwszym czynnikiem wzrostowym z rodziny TGFR, ktéry zostat
rozpoznany jako czynnik indukujacy mezoderme [4]. To rozpuszczalne biatko wy-
stepuje w wielu narzadach kregowcoéw. Aktywina gromadzi sie w oocycie Xenopus
prawdopodobnie transportowana z pecherzyka jajnikowego (gdyz w oocycie nie
znaleziono jej mRNA [21]). We wczesnej blastuli jest rozmieszczona nierow-
nomiernie w potkuli wegetatywnej, w wyzszym stezeniu w czesci grzbietowej.
Rozmieszczenie jej pokrywa sie zpolem morfogenetycznym dla indukcji mezodermy
okreslonym przez Nieuwkoopa iinnych [4]. We wczesnej gastruli ekspresja akty winy
ogranicza sie do obszarow przysztej struny grzbietowej i struktur glowowych [21].
Aktywina dziata na komérki AC w zaleznoSci od stezenia, w duzych dawkach
indukuje mezoderme grzbietowa. Na podstawie tego sadzi sig, ze endogenny gradient
stezenia aktywiny jest odpowiedzialny za r6znicowanie si¢ poszczeg6lnych czesci
mezodermy (patterning) [21] i uwaza sie aktywine za czynnik dorsalizujacy pier-
wotnie zaindukowang mezoderme. Aktywina moze aktywowac czynniki matczyne
przed wejSciem zarodka w MBT [50]. Zahamowanie indukcji mezodermy przez
aktywine mozna takze uzyska¢ wprowadzajgc do zarodka okrojone receptory typu
Il dla aktywiny [21]. Zablokowanie czynnosci indukcyjnej aktywiny daje w sumie
sygnat neurulizujgcy. Naturalnym inhibitorem aktywiny jest follistatyna (patrz
rozdz. 6).

Czasteczki matczynego Vg 1 zlokalizowane w wegetatywnej pétkuli jaja i we
wczesnym zarodku sg nieaktywne [52]. Dojrzewanie tego biatka, prawdopodobnie
potranslacyjne, zachodzi w komoérkach grzbietowej czesci potkuli wegetatywnej
[21]. Dojrzaty Vg 1 ma zdolnos¢ indukowania mezodermy grzbietowej i orga-
nizowania catej osi grzbietowej w AC. Uwazany jest za naturalny induktor me-
zodermy grzbietowej [21].

Dziatanie dorsalizujgce Vgl i aktywiny zachodzi bezposrednio w miejscach po-
wstawania organizatora Spemanna o obnizonej ekspresji Siamois [10]. Biatka te
moga jednak dziata¢ jako trzeci sygnat Smith i Slacka, nasladujac czynniki wy-
dzielane przez centrum Nieuwkoopa indukujace organizator Spemanna. Zgadza sig
to z pogladem, ze organizator Spemanna jest determinowany przez koordynacje
sygnatdw mezodermalnych i sygnatéw dorsalizujgcych z centrum Nieuwkoopa [10*].

Ostatnio zwrécono uwage na dziatanie biatek BMP (tab. 1) w indukcji em-
brionalnej. W blastuli ulegaja ekspresji Bmp-2, Bmp-4 i Bmp-7. BMP-2 jest biatkiem
matczynym wystepujagcym w bardzo matym stezeniu i przypuszcza sie, ze ta forma
nie dziata w indukcji mezodermy. Biatka BMP-4 i BMP-7 majg podobng lokalizacje
we wczesnym zarodku i prawdopodobnie petnig jednakowa funkcje. Ekspresja
genu Bmp-4 rozpoczyna sie¢ w MBT w catym zarodku, z maksimum w brzusznej
jego potowie. We wczesnej gastruli biatko to wykrywane jest w czesci brzusznej
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i brzuszno-bocznych strefy brzeznej. Zawartos$¢ mRNA dla BMP-4 w brzusznej
strefie brzeznej jest 5 razy wyzsza niz w grzbietowej [9, 41]. W czasie gastrulacji
ekspresjaBmp-4 zanika w presumptywnej neuroektodermie, a pozostaje w brzusznej
i bocznej strefie brzeznej oraz w presumptywnej ektodermie epidermalnej [14, 16].
W warunkach eksperymentalnych BMP-4 indukuje mezoderme brzuszng w AC,
hamuje takze rozw6j mezodermy grzbietowej w AC zaindukowanej aktywing.
Wstrzykniety do wczesnego zarodka mRNA dla BMP-4 blokuje rozwoj struktur
grzbietowych. Brzuszna strefa brzezna z wysoka ekspresja Bmp-4 nie ulega do-
rsalizacji pod wplywem sygnaléw z organizatora [16]. CzeSciowe zahamowamie
dziatania BMP-4 w bocznych obszarach strefy brzeznej prowadzi do wytworzenia
miesni i przednercza [16]. Nadekspresja Bmp-4 powoduje rozw6j epidermy, a za-
hamowanie tej ekspresji rozwoj neuroektodermy [14, 16]. Funkcje BMP-4 hamuje
aktywina, follistatyna, Noggin i chordyna [16]. Chordyna i Noggin wigza sie bez-
posrednio z BMP-4 [14*]. Wykazano rowniez, ze efekt dziatania BMP-4 i akty winy
zalezy od czasu jego dziatania oraz od zapotrzebowania na ten czynnik komérek
reagujacych z nim. Przedtuzenie dziatania moze wyréwnac jego niski poziom [48].

Ro6zne wyniki, jakie uzyskiwano dziatajac BMP-4 na izolowang potkule animalng
i izolowane komorki zarodka, zostaty ostatnio wyjasnione. Biatko BMP4 jest, jak
sie wydaje, kluczowym czynnikiem odgrywajacym role zarédwno w indukcji me-
zodermy, jak i w r6znicowaniu sie ektodermy w epiderme i neuroektoderme. Uwaza
sie, ze BMP-4 jest rownocze$nie czynnikiem wentralizujagcym mezoderme i epi-
dermalizujacym ektoderme. Po rozpoczeciu transkrypcji gendéw zygotycznych w
Sredniej blastuli BMP-4 wywiera dziatanie wentralizujgce na mezoderme iuodparnia
ja na dziatanie czynnikéw dorsalizujacych [16]. Wynik dziatania BMP-4 zalezy
od jego stezenia, lokalizacji oraz od stadium rozwoju zarodka. Stopniowanie aktyw-
nosci BMP-4 w strefie brzeznej jest wynikiem nakladania sie antagonistycznych
czynnikéw: BMP-4 i Noggin (rys. 10). Obydwa te czynniki uwazane sg za dziatajace
na duzg odlegtos¢ (long range), stad ich stezenie moze byé takze regulowane przez
dyfuzje w substancji miedzykomorkowej. W zaleznos$ci od stezenia BMP-4 indukuje
w AC z blastuli 4 rodzaje komérek mezodermalnych [9]. Réznicowanie sie me-
zodermy brzusznej przejawiajace sie ekspresjg genu Xwent-1 jest skutkiem naj-
wyzszej aktywnos$ci BMP-4. Z bocznych czesci strefy, gdzie aktywno$¢ BMP-4
jest czesciowo zablokowana przez Noggin roznicujg sie miesnie z ekspresjg mar-
kerowego dla nich genu Xmf 5. Dosch i wsp. [9] podkre$laja, ze wazniejsza jest
aktywno$¢ BMP-4 niz jego stezenie.

Do rodziny TGF[3 nalezg takze biatka kodowane przez geny Xnr (tab. 1), homo-
logiczne z genami nodal wystepujacymi w wezle pierwotnym zarodka myszy. W
zarodkach Xenopus aktywne sg cztery geny Xnr 1, 2, 3i4. Xnr 1, 2i4 odgrywaja
role w indukcji mezodermy, Xnrl i Xnr2 ulegajg ekspresji w catej strefie brzeznej,
a Xnr4d w gtebokiej warstwie grzbietowej strefy brzeznej. Indukujg one mezoderme
w AC, jednak kazdy inaczej. Biatko Xnr2 jest najsilniejszym induktorem, juz w
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matych dawkach aktywuje gen Xbra uwazany za marker mezodermy oraz gen
gsc (tab. 1). Xnr2 indukuje mezoderme zaleznie od stezenia, a obecno$¢ Noggin
zwieksza jego aktywnos$¢ [39]. Xnr4 aktywuje rownoczes$nie Xbra i Xwent [17].
Xnr3 nie jest zdolny do indukcji mezodermy i odgrywa role w organizatorze Spe-
manna (patrz nizej). Produkty gendw Xnr nie zostaly znalezione do tej pory w
jaju wsérod biatek informacji matczynej, prawdopodobnie ekspresja ich jest uru-
chamiana dopiero w blastuli. Sadzi¢ wiec mozna, Ze nie biorg one udziatu w po-
czatkowej indukcji mezodermy i odgrywajg role w utrzymaniu mezodermy i
wytwarzaniu organizatora Spemanna. Ekspresja genéw Xnr zanika po gastrulacji,
jedynie Xnrl w dalszym rozwoju zarodka wpltywa na asymetryczne potozenia serca
i zawoju jelita [39].

Stennard i wsp. [43] uszeregowali czynniki z rodziny TGF[3 wedtug wzrastajacej
zdolnosci dorsalizacji mezodermy w nastepujacej kolejnosci: aktywina, Y gl, Xnr2,
BMP-4.

Nieco Swiatta na dziatanie indukcyjne czynnikéw TGF(3 rzucity wyniki badan
nad ich receptorami. Zaréwno aktywina, Vg 1, jak i BMP oddziatujg na komoérki
za posrednictwem takich samych heterodimerowych komplekséw receptoréw ob-
jetych nazwg ALK (activin receptor like kinase), ztozonych z receptora typu |
(ActRI - ALK2, BMPRIA - ALK3, XALK4) oraz receptora typu Il (ActRIl, BMPRII,
TIi). BMP wigze sie z receptorem typu Il i fosforyluje reszty serynowsg i treoninowg
srodkomorkowej domeny receptora typu |. Rozpoczyna to kaskade sygnatow trans-
dukcyjnych, w ktorej udziat biorg biatka o wspolnej nazwie Smad. Biatka te usfo-
forylowane przemieszczane sg z cytoplazmy do jadra komérkowego, gdzie regulujg
transkrypcje docelowego genu (genéw). W transdukcji sygnatéw BMP-4 czynne
sqg Smad 1 i Smad 4 [44, 48], aktywina dziata prawdopodobnie przez Smad 2
[48]. Chang i wsp [6] wykazali, ze aktywina wigze sie z kompleksem receptora
typu | (XAlk 4) z receptorem typu Il (XActRIIB). BMP-3 moze sie wigza¢ z
kompleksami innych receptoréw. Jezeli BMP-4 zwiaze sie z kompleksem receptora
typu | - BMPRI (Alk3) i typu Il - ActRIIB, indukuje mezoderme, natomiast jezeli
zwigze sie z kompleksem receptora typu I - BMPRI (Alk3) z blizej nieznanym
receptorem typu Il, indukuje ektoderme (rys. 6). Dla indukcji mezodermy konieczna

BMP-4 BMP-4 aktywina
receptor Il BMPRI ActRIIB ACTRI
[nieznany] [ALK 3] [XARI] [ALKA4]
determinacja determinacja determinacja
ektodermy mezodermy mezodermy

RYSUNEK 6. Schemat dziatania indukcyjnego BMP i aktywiny zaleznego od kompleksu receptoréw
(wg Chang i wsp. [6] nieco zmieniony; szersze omoéwienie w tekscie)
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jest obecno$é w kompleksie receptora ActRIIB. Zablokowanie jednego receptora
w kompleksie powoduje zahamowanie aktywnosci indukcyjnej czynnika. W cy-
toplazmie jaja zawarty jest natomiast mMRNA dla receptora aktywiny typu Il. Re-
ceptory typu lill dla aktywiny ulegajg ekspresjipo pierwszym podziale bruzdkowania
w zarodku Xenopus [6]. Dziatanie czynnikéw indukujacych z rodziny TGF[3 jest
prawdopodobnie regulowana nie tylko przez aktywne receptory.

Wiasciwosci indukcyjne FGF wykazano pod koniec lat osiemdziesigtych [40].
Zarowno transkrypty matczyne, jak i samo to biatko znajdujg sie w potkuli we-
getatywnej zaptodnionego jaja [21], jak sie wydaje czynnik ten peini wielorakg
funkcje zaleznie od stadium rozwoju zarodka Xenopus. W AC FGF indukuje me-
zoderme brzuszno-boczng, mezenchyme i w niewielkiej ilosci miesnie, nie indukuje
natomiast mezodermy grzbietowej i krwi (tj. definitywnej mezodermy brzusznej).
Uwaza sie, ze sygnaty FGF sg niezbedne dla tworzenia tutowia i tylnej mezodermy
ze strung grzbietowa i miesniami wigcznie, poniewaz zablokowanie receptoréw
dla FGF w catym zarodku powoduje defekty w rozwoju struktur tylnych. Tworzenie
sie przednich czesci ciala jest niezalezne od FGF [5, 21]. Sygnalizacja FGF jest
potrzebna dla odpowiedzi komérek na indukcje aktywiny. Nie jest jasne, czy szlaki
sygnalizacyjne aktywiny i FGF zachodzg réwnoczes$nie w tych samych komorkach
i w tym samym czasie. Cornell i wsp. (cyt. za [5]) uwazajg, ze czynniki podobne
do aktywiny obecne w pétkuli wegetatywnej nie prowadza do wytworzenia me-
zodermy, poniewaz w tej potkuli brak jest sygnatéw FGF, podczas gdy FGF obecne
w pasie rownikowym blastuli pozwala na ekspresje w tych komdrkach genow me-
zodermalnych. Nie wiadomo jednak, jak sygnaty FGF sa wykluczane z endodermy.

Tada i wsp. [46] widza co najmniej podwaojng role FGF w tworzeniu mezodermy
u Xenopus. Czynnik ten jest zdolny do indukcji mezodermy w presumptywnej
ektodermie, ale wasciwos$¢ ta zanika na poczatku gastrulacji, na skutek wygasania
kompetencji w komdrkach ektodermalnych.

W czasie tworzenia sie mezodermy sygnalizacja FGF wigze sie z ekspresja genéw
Xbra i eFGF i powstaje samoregulujgca sie petla. FGF indukuje ekspresje genu
Xbra, a biatko Xbra indukuje ekspresje genu fgf. Obecno$é FGF jest potrzebna
dla utrzymania petli. 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 ruchéw gastrulacyjnych bocznych i
brzusznych przy formowaniu sie prageby. Zarodki z zablokowanym receptorem
dla FGF nie wytwarzajg prageby [31].

W przekazywaniu sygnatu induktorow mezodermalnych posrednicza kinazy
Raf-1 i MAP [1, 5]. La Bonne i Whitman [5] wykazali, ze aktywna kinaza MAP
jest nieodzowna dla prawidtowej funkcji FGF w rozwoju zarodka Xenopus. Mierzyli
oni aktywnos¢ tej kinazy i stwierdzili, ze jest niewielka w czasie bruzdkowania,
a wzrasta nieco we wczesnej blastuli. Jest jednakowa w potkuli wegetatywnej i
strefie brzeznej, ale kilkakrotnie wyzsza niz w pétkuli animalnej. Po stadium MBT
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aktywnos$¢ kinazy Map gwattownie wzrasta w catym zarodku i osigga maksimum
w potowie gastrulacji, przy czym najwyzsza jest w potkuli wegetatywnej. Przed
powstaniem komérek butelkowych (charakterystycznych dla rozpoczynajacej sie
gastrulacji [4]) aktywnos$¢ kinazy MAP Kkilkakrotnie zwieksza sie w grzbietowej
czesci zarodka, nastepnie wykazuje sie ja wokot tworzacej sie prageby. Niska aktyw-
nos¢ kinazy MAP w pdtkuli animalnej, jak sie sadzi, ostabia dziatanie FGF izapobiega
odpowiedzi na sygnaly mezodermizujace. Aktywno$é kinazy MAP w tworzacych
sie wargach prageby i obecnos$¢ tam FGF $wiadcza o roli tego czynnika wzrostowego
w ruchach morfogenetycznych komdérek w czasie gastrulacji. Ponadto endogenna
aktywacja kinazy MAP przez FGF w zarodku wptywa na nabywanie kompetencji
przez komoérki trzech listkow zarodkowych w odpowiedzi na wczesne sygnaty in-
dukcyjne [5].

W indukcji mezodermy, jak sie wydaje, odgrywa role rowniez biatko Wnt. Gen
Xwnt-8 ulega ekspresji w strefie brzeznej, ktéra zanika w organizatorze Spemanna
pod wptywem biatka Gsc. Dziatanie Xwnt nie jest jeszcze jasne. Jak sie wydaje,
biatko to dziata inaczej we wczesnej blastuli, kiedy wptywa na wytworzenie centrum
Nieuwkoopa, a inaczej po MBT, kiedy powoduje wentralizacje przedniej mezodermy
i hamuje jej zdolno$¢ indukcji przedniej czesci mézgu [34]. Xwnt-8 wstrzykniete
do brzusznych blastomeréw przed MBT powoduje powstanie z nich petnej osi
wtornej zarodka [51]. Rozmieszczenie transkryptéw Xwnt-8 w normalnym zarodku
Xenopus w czesci brzusznej i fakt, ze nadekspresja Xwnt w pdznej blastuli we-
ntralizuje juz zaprogramowang mezoderme, nie wskazujg na jego role jako mody-
fikatora mezodermy. Moze dziata¢ jako modyfikator kompetencji komorek,
zmieniajgc odpowiedz komorki na indukcje i wzmacniajgc przez to tworzenie sie
mezodermy grzbietowej [34].

Czynniki transkrypcyjne

Obok czynnikéw wzrostowych na determinacje i ré6znicowanie sie mezodermy
ma wplyw wiele czynnikéw transkrypcyjnych ulegajgcych 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 znajduja sie w cytoplazmie jaja, a nastepnie
ulegaja ekspresji zygotycznej. Matczyny Xbra mRNA jest rozmieszczony w jaju
réwnomiernie, ale moze by¢ uwidoczniony dopiero po zabezpieczeniu go przed
dziataniem rybonukleaz [51]. Prawdopodobnie indukuje endoderme [15]. Geny
Apod, Brat i Xbra uwaza sie za geny panmezodermalne, a ich ekspresja wskazuje
na ukierunkowanie komdérek w mezoderme. Zygotyczna ekspresja Apod i Eomes
zachodzi réwnoczesnie w szerokim pasie réwnikowym w MBT [43]. Xbra i Brat
ulegaja ekspresji w zaindukowanej presumptywnej mezodermie w pdznej blastuli
i wczesnej gastruli. W dalszym rozwoju ekspresja Xbra utrzymuje sie w strunie
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grzbietowej, a ekspresja Brat w niej zanika [15]. Biatko Veg-T w jaju jest zlo-
kalizowane w tych samych miejscach cytoplazmy korowej co V gl.W MBTekspresje
Veg-T oraz Xbra obserwuje sie w jadrach komérek poczatkowo w catej strefie
brzeznej. Nastepnie ekspresja Veg-T zanika w strunie grzbietowej, ale pozostaje
dookota zamykajacej sie prageby [51].

W warunkach eksperymentalnych kazde z wyzej wspomnianych biatek z rodziny
T-box indukuje inny rodzaj mezodermy. Apod indukuje mezoderme brzuszng i
miesnie, a Xbra mezoderme brzuszng [8]. Brat niezaleznie od dawki indukuje me-
zoderme w catej strefie brzeznej [15]. Jak sie wydaje, zaden z tych czynnikow
nie jest zdolny do samodzielnej i catkowitej indukcji mezodermy. Geny Apod i
Eomes majg zdolno$¢ wzajemnego aktywowania sie i tworzg petle regulacji krzy-
zowej (crossregidatory loop). Eomes indukuje réwniez ekspresje Xbra [43]. Xbra
powoduje dorsalizacje mezodermy, jezeli ulega ekspresji rownoczesnie z Noggin
i Xxvnt [51*]. Wykazano réwniez podobne synergistyczne dziatanie Xbra i pin-
tallavis [51*]. Ponadto jak wyzej wspomniano, Xbra kooperuje w indukcji me-
zodermalnej z FGF [7]. Xbra w swej domenie regulacyjnej ma zaréwno rejon
aktywujacy, jak i rejon hamujacy [51].

Veg-T w warunkach eksperymentalnych wykazuje rozne dziatania. Ma zdolnos$¢
samoregulacji [60]. Ektotopowa ekspresja tego genu przemienia ektoderme w me-
zoderme i wywotuje ekspresje Xwnt-8. Veg-T i Xwnt8 majg wihasciwosci wentra-
lizujagce. Veg-T wstrzykniete do blastomerow wentralnych przed MBT powoduje
powstanie z nich niepetnej osi wtdérnej zarodka. Moze zmienia¢ wlasciwosci po-
wierzchniowe komdrek ektodermy. Ekspresja Veg-T w réznych rejonach zarodka
powoduje powstawanie innych typéw komorek, zaleznie od ich poczatkowej kom-
petencji [51]. R6zne stezenia Veg-T moga powodowac albo aktywacje, albo represje
tego samego genu.

Biatko Xombi jest, jak sie wydaje, kluczowym czynnikiem transkrypcyjnym
odgrywajacym role w rozpoczeciu ruchéw morfogenetycznych na poczatku ga-
strulacji. Biatko to znajduje sie w nie zaptodnionym jaju, a w czasie bruzdkowania
zlokalizowane jest w jadrach blastomeréw wegetatywnych. Nie wiadomo jednak,
jakag role petni ono w tym okresie rozwoju zarodka. Mozna przypuszczaé, ze in
vivo wpltywa na ,,0g6Ine” zaprogramowanie mezodermy, in vitro bowiem w izo-
lowanych komérkach presumptywnej ektodermy powoduje (w wysokim stezeniu)
ekspresje charakterystycznych genéw mezodermalnych: Xbra, Xwnt8 i gsc [31].
Lustig i wsp. [31] nie wykluczajg, ze Xombi moze odgrywac role takze w rozwoju
endodermy. Zygotyczna ekspresja Xombi rozpoczyna sie po MTB w grzbietowej
strefie brzeznej. Przed rozpoczeciem ruchow gastrulacyjnych Xombi wykrywa sie
w obszarze catej przysztej wargi prageby z wyjatkiem pasma komorek przezna-
czonych na wytworzenie prajelita wywedrowujgcych najbardziej powierzchownie.
Po6zniej Xombi w strunie grzbietowej zanika. O roli Xombi w tworzeniu si¢ wargi
prageby Swiadczy fakt, ze wokot miejsca wstrzykniecia mRNA Xombi wpuklajg
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sie komorki, co jest poprzedzone takimi samymi zmianami morfologicznymi w
komorkach wargi grzbietowej (jak gromadzenie sie pigmentu w apikalnej czesci
komoérek, tworzenie sie komorek butelkowych). Ekspresja Xombi jest aktywowana
w AC przez czynniki sekrecyjne indukujgce mezoderme: aktywine i FGF oraz
przez czynnik transkrypcyjny Xbra. Przy czym obecno$¢ FGF nie jest konieczna
dla rozpoczecia tej ekspresji, lecz jest niezbedna dla jej kontynuacji w $rodkowej
i péznej gastruli [31]. Ekspresja Xombi w strefie brzeznej w dalszym rozwoju
zarodka pokrywa sie z lokalizacjg Xbra z tg réznica, ze Xbra nie zanika ze struny
grzbietowej. Lustig i wsp. [31] sugeruja, ze te dwa biatka mogg tworzy¢ pozytywnie
regulujacyg sie petle.

Czynniki transkrypcyjne z rodziny homeobox: Gsc, Vox, Xnot, Xwent-1 (tab.
1) sa syntetyzowane w blastuli i odgrywaja role w tworzeniu mezodermy.

Gen gsc ulega ekspresji w p6znej blastuli w rejonie mezodermy grzbietowej
(najsilniej w organizatorze Spemanna) i odgrywa role w przebiegu gastrulacji. Gsc
mRNA jest obecny w jadrach komorkowych, wykrywa sie go w strefie brzeznej
w gradiencie malejagcym wzdtuz osi grzbietowo-brzusznej z maksimum w czesci
grzbietowej. Takie rozmieszczenie pokrywa sie z lokalizacjg i gradientem stezenia
aktywiny. Ekspresja gsc jest aktywowana przez aktywine [16, 43]. Wykazano réw-
niez, ze gradient Gsc w strefie brzeznej blastuli moze by¢ regulowany przez stopien
aktywnosci cyklu transdukcyjnego fosfatydylo inozytolowego (Pl), przy czym zwie-
kszona aktywno$¢ cyklu obniza ekspresje gsc [1]. Gsc wraz z aktywing zaleznie
od stezenia wptywajg na los komérek mezodermalnych i w ten sposéb modeluja
mezoderme. Ekspresja gsc w izolowanej potkuli wegetatywnej prowadzi do wy-
tworzenia niepetnej wtornej osi zarodka [8, 49]. Jednak jako czynnik transkrypcyjny
jadrowy, sam nie moze uruchomi¢ indukcji, musi by¢ wspomagany przez czynnik
sekrecyjny.

Vox znajduje sie w niezaptodnionym jaju i wczesnej blastuli w niewielkiej ilosci.
Zygotyczny pojawia sie w blastuli w catym zarodku, a na poczatku gastrulacji
jest eliminowany z przysziej struny grzbietowej i ptytki nerwowej. Ekspresja Vox
wyprzedza nieco ekspresje Bmp-4 i w czasie gastrulacji pokrywajg sie one. Vox
podobnie jak BMP-4 powoduje wentralizacje AC, a nadekspresja jego genu w
zarodku catkowitg jego wentralizacje. Dok#tadniejsza analiza wykazata, ze wentra-
lizacja jest wynikiem zablokowania gendéw gsc, Xnot-2, chordyny z réwnoczesng
stymulacjg Bmp-4 i MyoD na grzbietowej stronie zarodka [41]. Schmidt i wsp.
[41] przyjmuja, ze BMP-4 i Vox nawzajem sie regulujg tworzac petle, ktéra jest
niezbedna dla stabilizacji rejonu brzusznego zarodka. Zdolnos¢ produktow nie-
ktérych genow do indukowania niekompletnej wtornej osi zarodka moze by¢ spo-
wodowana blokowaniem powstawania tej petli regulacyjnej.

Geny Xwent ulegajg pozygotycznej transkrypcji w mezodermie brzusznej po
MBT. Aktywacja tych gendéw podobnie jak genu XMyf-5 w czesciach lateralnych

*XMyf-5 jest markerem roznicujacych sie miesni.
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trefy brzeznej zalezna jest od aktywnosci BMP-4. Lokalizacja ekspresji Xwent-1
i Xwent-2 pokrywa sie z tym, ze obszar ekspresji Xwent-2 rozcigga sie dalej w
kierunku grzbietowym. Obszar ekspresji XMyf-5 rozdziela komérki z aktywnymi
genami Xwent od komoérek z aktywnym genami noggin (rys. 10). W eksperymencie
Xwent powoduje tez wentralizacje zarodka [9].

HNF-4 (tab. 1) jest syntetyzowany we wczesnej blastuli jako jedno z pierwszych
biatek pozygotycznych i jest lokalizowany w jadrach komdrkowych. 1los¢ jego
nie zmienia sie w ciggu dalszego rozwoju zarodka. Inny natomiast czynnik z tej
samej rodziny - HNF-la pojawia sie w mezodermie wczesnej gastruli. Obydwa
te czynniki sg ze sobg funkcjonalnie powigzane [47]. Ekspresja HNFla w AC
jest stymulowana przez aktywine. Stad mozna uwazaé, ze aktywina za posrednictwem
HNF indukuje mezoderme i endoderme.

Na dalsze réznicowanie sie zaindukowanej mezodermy wptywa Xmsz-1 (tab.
1). Ekspresja tego genu zachodzi w strefie brzeznej oraz w brzusznych i bocznych
obszarach potkuli animalnej, W AC jest on aktywowany przez BMP-4. Samo
biatko Xmsz-1 nie ma zdolnosci indukowania mezodermy w AC, wentralizuje na-
tomiast czesciowo mezoderme grzbietowa, ale nie prowadzi do wytworzenia w
niej komérek krwi. Prawdopodobnie jest on potrzebny dla wczesnej fazy réz-
nicowania sie komoérek mezodermalnych w prekursory mioblastéw [32].

W czasie indukcji mezodermy, a nastepnie w trakcie jej przemieszczania sie
w czasie gastrulacji, oprécz zmian ksztattdw komdrek zmienia sie lokalnie wzajemna
adhezja komorek i do fibronektyny. Fibronektyna wystepuje w zarodkach Xenopus
w dachu blastocelu, a nastepnie miedzy przemieszczajgcymi sie warstwami komorek.
Jest ona niezbedna dla ruchéw morfogenetycznych. Ramos i wsp. [37] zwrdcili
uwage na zmiane aktywnosci integryn w tych procesach. Czynniki indukujace maja
wptywaé na istniejgce juz receptory, integryny a5 i (31, aktywujac je lub inhibujgc.

Wyniki przedstawionych wyzej badan wskazujg, ze w zarodku Xenopus me-
zoderma grzbietowa jest indukowana przez czynniki z rodziny TGFp, natomiast
brzuszna przez BMP i FGF. Rdwnoczesnie czynniki transkrypcyjne z rodziny T-box
i rodziny homeobox modyfikujg juz zaindukowang mezoderme, ukierunkowujac
ja na odpowiednig droge rozwoju.

6. ORGANIZATOR SPEMANNA

Od czasu odkrycia Spemanna i Mangold [4,18] organizator Spemanna jest okre-
Slany jako zespdt komdrek w grzbietowej czesSci blastuli, ktéra indukuje drugg
o$ zarodka, jezeli zostanie wszczepiona do zarodka w stadium wczesnej gastruli.
Jest to dynamicznie zmieniajgca sie struktura, ktdra reguluje procesy rozwojowe
oraz tworzy struktury osiowe. Funkcja organizatora Spemanna polega na indukcji
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systemu nerwowego, dorsalizacji me-
zodermy w bocznej strefie brzeznej, roz-
poczeciu i wykonywaniu ruchéw mor-
fogene- tycznych i samordznicowaniu
sie w strune grzbietowa, przedstrunowg
mezoderme i endoderme gardzieli (rys.
71 8).

Organizator Spemanna w warunkach
normalnych jest determinowany przez
koordynacje sygnatow mezodermal-
nych i sygnatéw dorsalizujagcych wy-
sytanych przez centrum Niewkoopa.
Wedtug Lane i Kelly [26] tworzy sie
on w dwéch etapach. W pierwszym bla-
stomery centrum Nieuwkoopa indukuja
lezagce nad nimi komorki strefy brzez-
nej do wytworzenia organizatora poznej
blastuli (late blastula organizer) (rys. 9)
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RYSUNEK 7. Schemat poczatku gastrulacji
zarodka Xenopus.

. Jest on zlokalizowany w wegetatywnej

potowie zarodka, obejmuje prospektywng mezoderme gtowy, czes¢ materiatu na
strune grzbietowa i somity w glebokiej warstwie, a w warstwie powierzchniowej
prospektywng endoderme gardzieli. W drugim etapie organizator p6znej blastuli
indukuje w lezagcych nad nim komoérkach potkuli animalnej organizator gastruli

(gastrula organizer), ktéry nastepnie rézn

icuje sie w strune grzbietowa i dorsalizuje

boczne czesci strefy brzeznej. Na granicy miedzy tymi dwoma cze$ciami organizatora

kompetentna
ektoderma
indukujaca
mezoderma
pozostatos$¢
blastocelu
warga
jelito grzbietowa
pierwotne - prageba

warga brzuszna

RYSUNEK 8. Schemat gastruli zarodka Xenopus:

gtowki strzatek wskazuja kierunek sygnatéw indu-

kujacych wysytanych ze struny grzbietowej w Kie-
runku ektodermy

Spemannauwidacznia sie pasmo koma-
rek w formie pétksiezycowatego tuku,
nazwane przez tych autoréw wegeta-
tywng strefg uporzadkowania (vegetal
aligment zone), w ktérej komérki wy-
dtuzajg sie wzdtuz przysztej osi A-P.
Strefa ta, wedtug nich, ma by¢ niezbed-
na dla zorganizowania struny grzbieto-
wej i somitdw oraz dla wykonania
ruchéw zbiezno-rozciggajacych. By¢
moze jest to najwazniejszy skiadnik
organizatora Spemanna lub wiasciwy
organizator.

W organizatorze Spemanna wykryto
obecno$¢ czynnikow sekrecyjnych:
chordyny, follistatyny, HNF, Noggin,
Xnr3oraz cz%nnikéw transkr)gprc%!]n)sch:
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Gsc, Pintallavis, Xbra, XIPOU (tab. 1)
[3, 14, 16, 26]. Niektdre czynniki trans-
krypcyjne (Xnot, Gsc, Zanf-1, Xotx-2)
sg aktywowane w MBT, anastepnie ule-
gaja one ekspresji w wardze grzbietowej
prageby [49]. Wspotdziatanie wymie-
nionych, a prawdopodobnie i innych
czynnikow okre$la dziatanie organiza-
tora Spemanna. Pojawienie sie trans-
kryptéw Noggin, chordyny, Gsc oraz
Xnr3 w organizatorze jest stymulowane
przez Siamois, natomiast obecnos$¢ Sia-
mois jest konieczna, lecz niewystarcza-
RYSUNEK 9. Schemat gastruli zarodka Xenopus: jgca dla aktywacji Xliml i Xbra.

widok od strony grzbietowej, podziat organizatora Prawdopodobnie inne czynniki Wsp(')’f-
Spemanna wedtug koncepcji Lane i Kelly [26]; GO

organizator gastruli, LBO - organizator poznej Pracuja przy aktywacji tych genéw [11].
blastuli, VAZ - wegetatywna strefa uporzadkowa-  Follistatyna, chordyna i Noggin maja
nia, CN - centrum Nieuwkoopa, W - czeSC wege-  (jzjatanje neuralizujgce, moga ponad to
tatywna zarodka, strzatki wskazujg kierunek dziata- . p

nia induktoréw dorsalizowa¢ mezoderme brzuszng.
Biatka te wigzg sie bezposrednio z
BMP-4, przez co blokujg dziatanie tego
czynnika [49 i inni].

Noggin jest biatkiem sekrecyjnym, ktére zdolne jest przywrdci¢ o§ D-V za-
rodkowi z centrum Nieuwkoopa uprzednio zniszczonym przez promienie UV. Mat-
czyny Noggin jest rownomiernie rozmieszczony w jaju i w bruzdkujagcym zarodku.
Zygotyczne transkrypty pojawiaja sie w wardze grzbietowej prageby, a nastepnie
w strunie grzbietowej [21]. Noggin indukuje og6lnie neuroektoderme i gtowowe
czesci cewy nerwowej. W warunkach eksperymentalnych nie ma zdolnosci indukcji
mezodermy, jednak dziata jako modyfikator wzoru mezodermy. W eksplantach
dorsalizuje mezoderme brzuszng [3, 21].

Follistatyna* (tab. 1) wykrywana jest w jaju, a nastepnie w organizatorze Spe-
manna, pozniej w strunie grzbietowej i przednich strukturach nerwowych. Jest na-
turalnym inhibitorem aktywiny, stad w AC zaindukowanej w mezoderme powoduje
aktywacje genéw markerowych dla tkanki nerwowej. Dziata niezaleznie od Noggin
[3,21].

Chordyna (tab. 1) jest aktywowana w czasie gastrulacji przez Gsc. Ma dziatanie
dorsalizujace, wigze sie bezposrednio z BMP-4, przez co blokuje jego dziatanie.
Wstrzyknieta do 16-blastomerowego zarodka powoduje powstanie drugiej osi AP
zarodka [49 ii].

*Follistatyna - biatko dziatajgce hamujaco na wydzielanie FSH z przysadki kregowcéw.
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Xnr 3 (tab. 1) jest genem specyficznym dla Xenopus, jak dotad nie znaleziono
go u innych kregowcéw [39]. Ulega ekspresji wytacznie w zewnetrznej warstwie
komorek organizatora Spemanna. Warstwa ta przeznaczona jest na wytworzenie
ektodermy, a warstwa gltebsza na wytworzenie mezodermy. Zewnetrzna warstwa
ma inng zdolno$¢ indukcyjna niz gteboka, jest ona organizatorem ruchu zbiez-
no-wydtuzajacego, w czym moze odgrywaé role Xnr 3. W AC Xnr 3 indukuje
ekspresje markeréw nerwowych i nie ma zdolnosci indukcji mezodermalnej. Me-
chanizm dziatania Xnr 3 w indukcji nerwowej jest podobny jak Noggin, follistatyny
i chordyny. Xnr 3 i BMP-4 dzialajg antagonistycznie nawzajem sie blokujgc. Xnr
3 moze takze czesciowo blokowac indukcje mezodermy przez aktywine, czym
rézni sie od Noggin i chordyny [14]. Xnr 4 ulega ekspresji w giebokich warstwach
organizatora, w strunie grzbietowej i cewie nerwowej, prawdopodobnie uczestniczy
w formowaniu uktadu nerwowego [17].

Czynniki transkrypcyjne ulegajace ekspresji w warunkach eksperymentalnych
podobnie jak czynniki sekrecyjne moga nasladowaé dziatanie organizatora. Gsc,
Xanf-1 i Xnot indukujg niepetng wtérng o$ zarodka, a Siamois kompletng [49].

Ekspresje gsc w organizatorze Spemanna indukuje Siamois. Jest ona szczeg6lnie
wyrazna w komérkach, ktére przemieszczajg sie w czasie gastrulacji i stanowig
zawigzek mezodermy przedstrunowej iprzedniej endodermy. Ekspresja ta zachowuje
sie w nich po zakonczonej gastrulacji [11]. Gsc stymuluje prawdopodobnie ruchy
zbiezno-wydtuzajace tych komorek, bowiem komorki blastuli nastrzykane Gsc wy-
konujg takie mchy [3].

Wazng role w gastrulacji odgrywa czynnik transkrypcyjny XIPOU-2 (tab. 1).
Gen kodujacy ten czynnik jest aktywowany w MBT i ulega ekspresji wylacznie
w grzbietowej strefie brzeznej i organizatorze Spemanna. Jego genem docelowym
jest gsc. XIPOU-2 wigze sie z dwoma elementami promotora (proksymalnym i
dystalnym) i zawiesza ekspresje Gsc wywotang przez aktywine. By¢ moze ma
on réwniez wilasciwos¢ wigzania sie z promotorami innych gendw ulegajacych
ekspresji w mezodermie grzbietowej i brzusznej. Ponadto hamuje ekspresje 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 cze$ci cewy nerwowej do przodu od
pecherzyka ocznego. XIPOU mRNA wstrzykniete do komorek zarodka nie zmienia
rozwoju mezodermy, neuralizuje ektoderme [49]. Witta i Sato [49] uwazaja, ze
XIPOU-2 ma dziatanie wentralizujace, ale paradoksalnie dziata neuralizujaco ha-
mujac w organizatorze Spemanna aktywno$¢ BMP (BMP4 lub BMP7). Sam XI-
POU-2 nie indukuje tkanki nerwowej jedynie powoduje neuralizacje ektodermy.
Endogenny XIPOU-2 obniza w zarodku selektywnie na poziomie transkrypcji ogol-
ng sygnalizacje mezodermalng lub dorsalizacje spowodowang przez szlak WNT
oraz moze regulowaé wplyw organizatora na czesci glowowe przez supresje genow
gsc, Xlim po ich uprzedniej ekspresji w MBT.
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Dziatanie organizatora Spemanna jest wynikiem skomplikowanego wspétdzia-
tania aktywujacego i hamujacego aktywnos$é czynnikéw sekrecyjnych i transkry-
pcyjnych.

7. INDUKCJA NERWOWA

Potkula animalna zarodka ptaza w stadium pdznej blastuli obejmuje ektoderme
brzuszng i grzbietowg (rys. 5). Losy ich sg odmienne, brzuszna przeksztalca sie
w naskorek i jego pochodne, grzbietowa w neuroektoderme dajgcg poczatek sy-
stemowi nerwowemu. Indukcja nerwowa ektodermy grzbietowej zarodka ptazow
zachodzi w czasie wpuklania sie chordomezodermy z powierzchni zarodka przez
warge grzbietowg pod ektoderme. Przemieszczanie sie chordomezodermy wigze
sie z ruchami zbiezno-wydiuzajagcymi jej komorek. Pierwsza koncepcja indukcji
nerwowej wysunieta przez Spemanna i Mangold zaktadata wysytanie sygnatoéw
indukcyjnych z chordomezodermy pionowo do lezacej nad nig ektodermy. Poszcze-
gdlne odcinki przysztej struny grzbietowej wysytajg inne sygnaty, czym tlumaczyli
oni zréznicowanie wzdtuz osi A-P struktur powstajacych z cewy nerwowej. Roz-
patrywali takze mozliwo$¢ poziomego rozchodzenia sie w ektodermie sygnatéw
emitowanych z wargi grzbietowej [35]. Zagadnienie sygnatéw poziomych i pio-
nowych jest nadal przedmiotem dyskusji. Wyniki wielu badan i obserwacji wskazuija,
ze sygnaty neuralizujace rozchodzg sie zaréwno pionowo, jak i poziomo [21].

P6zZniejsza koncepcja Nieuwkoopa przyjmuje dwie fazy indukcji nerwowej. W

pierwszej zachodzi aktywacja, a ekto-
derma nabywa wiasciwosci tworzenia
struktur nerwowych przednich (przodo-
mabzgowie). Jest to etap niezbedny ukie-
runkowujgcy ektoderme na szlak
neuralizacji. W drugiej zachodzi trans-
formacja zaindukowannej juz ektoder-
my w struktury nerwowe o charakterze
bardziej tylnym wzdtuz osi A-P pod
kontrolg induktora zlokalizowanego w
organizatorze Spemanna w gradiencie
malejagcym ku przodowi [35 i inni].
Aktywacja zachodzi juz w blastuli
przez wczesne ukierunkowanie ektoder-
RYSUNEK 10. Schemat dziatania Bmp i Noggin MYy W dwa obszary: brzuszny presump-
w strefie brzeznej przedstawionej w przekroju po- tywnej ektodermy nask6rkowej i
przecznym do osi animalno-wegetatywnej zarodka grzbietowy neuroektodermy. W tym
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procesie wazng role odrywa BMP. Jak juz zaznaczono wyzej, BMP-4 wplywa
na réznicowanie sie mezodermy i epidermy. Na poczatku gastrulacji biatko to jest
eliminowane z okolic grzbietowych organizatora Spemanna i z obszaru przysziej
phytki nerwowej. Aktywnos¢ jego jest zahamowana na skutek dziatania czynnikow
wydzielanych przez organizator Spemanna (Noggin, chordyna i follistatyna). W
miejscu, gdzie zostaje zahamowana aktywno$¢ BMP-4, ektoderma roznicuje sie
w neuroektoderme. Nadekspresja Bmp-4 wygasza sygnaty nerwowe i powoduje
rozw0j epidermy z calej ektodermy. Natomiast zahamowanie dziatania BMP-4 i
BMP-7 prowadzi do wytworzenia tkanki nerwowej w AC [14]. Stad BMP-4 uwazany
jest za czynnik indukujacy epiderme. W potkuli animalnej podobnie jak w pétkuli
wegetatywnej efekty dziatania BMP-4 zalezg od jego stezenia. lloSciowe roznice
w sygnalizacji BMP-4 prowadzga do jakosciowo réznych odpowiedzi komdrek ekto-
dermalnych. W gastruli BMP-4 ma wysoka aktywno$¢ w presumptywnej epidermie
(ektoderma brzuszna), a nie ma jej w presumptywnej neuroektodermie (ektoderma
grzbietowa), posrednie natezenie aktywnosci obserwuje sie na granicy miedzy tymi
polami w obszarze, z ktérego powstanie larwalny gruczot cementowy. llosciowe
réznice w aktywnosci BMP-4 mozna nasladowa¢ wstrzykujagc do zarodka Smad
1 w réznych stezeniach [48].

BMP-4 w indukcji epidermy jest wspomagane przez biatka Msx (tab. 1). Ekspresja
genow msxl imsx2 we wczesnej gastruli ma takg sama lokalizacje jak rozmieszczenie
BMP-4. Poziom ekspresji msxl od wczesnej gastruli do stadium paczka ogonowego
jest staly. Oba biatka Msx w warunkach eksperymentalnych nasladujg dziatanie
BMP-4, powodujac epidermizacje AC, a przy nadeksperesji powodujg wentralizacje
catego zarodka. Ekspresja msx| po rozproszeniu komorek pétkuli animalnej zostaje
w tych komorkach znacznie obnizona, co mozna ttumaczy¢ brakiem stymulacji
ze strony BMP-4 lub brakiem bezposredniego kontaktu komoérek z sobg [45].

Do niedawna dyskutowano, co jest stanem wyjsciowym dla réznicowania sie
ektodermy: prospektywna epiderma czy prospektywna neuroektoderma. Wiekszos$¢
autoréw uwazata prospektywng epiderme za stan wyjsciowy, gdyz AC hodowana
w srodowisku neutralnym in vitro samoistnie rozwija sie w struktury przypominajace
epiderme. Wyniki badan ostatnich kilku lat wskazujg jednak, ze podstawowym
stanem - stanem wyjsciowym dla komoérek ektodermy jest ,,stan nerwowy” - ukie-
runkowanie neuralne. Wilson i wsp. [48] przeprowadzili szereg doSwiadczen z
rozproszonymi, a nastepnie agregowanymi komérkami ektodermalnymi pobranymi
z poOtkuli animalnej z wczesnej gastruli. Istotng role w wyniku tych doswiadczen
odegrat czas, przez jaki komorki byty rozproszone. Po krotkim okresie rozproszenia
reagregowane komorki réznicowaty sie w ektoderme z ekspresjg keratyny, po 1-2
godzinach rozproszenia tworzyly gruczot cementowy, a po 3 godzinach powstawaty
komorki nerwowe z ekspresja NCAM. Tak wiec przedtuzona dysocjacja prowadzi
do neuralizacji komdrek ektodermy. Z obserwacji tych wynika, ze komérki ekto-
dermalne, a co najmniej presumptywne epidermalne, zawierajg endogenne BMP-4,
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ktére po rozproszeniu komdrek zostaje rozcienczone i obnizone jego stezenie nie
pozwala nawytworzenie epidermy. Utrata substancji miedzykomorkowej moze takze
powodowac taki efekt. Kessler i Melton [21] sadza, ze bliska interakcja komorek
w ektodermie brzusznej hamuje w nich rozwoj w kierunku nerwowym, a dysocjacja
uwalnia ich od tej represji.

Czynnikiem hamujgcym neuralizacje ektodermy jest takze aktywina. Kiedy dzia-
tanie jej zostanie zneutralizowane przez follistatyne, komorki epidermalnne moga
sie rozwija¢ w komorki nerwowe [21]. Rowniez eliminacja Vox z obszardw przysziej
ptytki nerwowej i struny grzbietowej jest warunkiem krytycznym dla wytworzenia
struktur osiowych [41].

W sumie rozpoczecie indukcji neuralnej (aktywacja Nieuwkoopa) polega bardziej
na hamowaniu dziatania BMP niz na bezpo$rednim oddziatywaniu czynnikow in-
dukujacych.

Zaindukowana neuroektoderma nie jest jeszcze zdolna do wytworzenia petnego
systemu nerwowego. Z izolowanej ptytki nerwowej rozwijajg sie tylko przednie
czesci mbézgu. W eksperymentach follistatyna, Noggin i chordyna indukujg przedni
typ tkanki nerwowej, co wyraza sie pojawieniem sie w komérkach markerow
specyficznych dla mézgu. Ptytka nerwowa dla petnego zréznicowania wymaga dal-
szego ukierunkowania (modulacji) zgodnie z koncepcjg Nieuwkoopa.

W czasie gastrulacji przemieszczajgca sie chordomezoderma kontaktuje sie z
lezaca nad nig neuroektoderma i powoduje drugi etap indukcji, a to wyodrebnianie
sie presumptywnych obszaréw tylnych tzw. posterioryzacje. Wpuklanie sie me-
zodermy zaczyna sie od przysziego tylnego konca ptytki nerwowej. Sygnaly z
chordomezodermy rozchodzg sie pionowo i poziomo.

Za gtéwny czynnik determinujacy czesci tylne ptytki nerwowej uwaza sie eFGF.
Wiele obserwacji wskazuje na odmienng role tego czynnika w posterioryzacji neu-
roektodermy niz w indukcji mezodermy i neuralizacji zarodka [14*]. Nadekspresja
eFGF w gastruli powoduje nadmierny rozwoj czesci tylnych zarodka i zahamowanie
rozwoju czesci przednich. Kulki heparynowo-akryloamidowe nasgczone eFGF
wprowadzone do wargi grzbietowej prageby w czasie gastrulacji powodowaty rozwoj
tylnych struktur nerwowych a brak przodomézgowia, natomiast wprowadzone do
wargi brzusznej prageby dawaly efekt wentralizujgcy, przejawiajgcy sie powie-
kszeniem jelita tylnego {proctodeum) [36]. W rozproszonych komorkach ektoder-
malnych gastruli FGF wywotuje tworzenie sie neuronéw i melanoforéw [29].
Zarowno brak FGF, jak i jego receptorow zaburza rozwdj centralnego systemu
nerwowego, tutowia i ogonowych czesci zarodka [29]. Przy braku FGF komorki
nie odpowiadajg na dziatanie Noggin, co mozna wyttumaczy¢ wptywem FGF na
kompetencje komdrek neuroektodermy [29]. W normalnym rozwoju zarodka kom-
petencja ektodermy na indukcje nerwowa, w tym na dziatanie Noggin, gwattownie
wzrasta na poczatku gastrulacji i spada w pdznej gastruli [23]. Role eFGF w
tworzeniu osi gtlowowo-ogonowej potwierdzajg wyniki badan Pownall i wsp. [36],
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ktérzy wykazali, ze tylne geny Hox, odpowiedzialne za segmentacje tylomdzgowia,
sg aktywowane przez eFGF, natomiast geny, ktore sg czynne w przedniej czeSci
ptytki nerwowej, nie zalezg od eFGF. FGF wyraZznie ma inng funkcje w indukcji
mezodermalnej, a inng w indukcji nerwowej.

Ptytka nerwowa ulega nie tylko posterioryzacji, ale takze zostajg w niej za-
programowane obszary presumptywne centralnego i obwodowego uktadu nerwo-
wego. Dziatanie antagonistyczne biatek BMP-4 i chordyny oraz Noggin na
neuroektoderme, zalezne od ich stezenia, powoduje réznice w potencjale rozwo-
jowym samej ptytki nerwowej i jej brzegow. Przedni brzeg rozwija sie w gruczot
cementowy, brzegi boczne w grzebienie nerwowe dajace nastepnie obwodowy uktad
nerwowy. Tylko cze$¢ centralna ptytki nerwowej daje poczatek uktadowi nerwowemu
centralnemu. Brzegi ptytki nerwowej sg poczatkowo ukierunkowane na wytworzenie
gruczotu cementowego, co wymaga mocnej ekspresji Noggin i stabej BMP-4. Mar-
kerem tego gruczotu jest gen Xc. Nastepnie w bocznych brzegach, tj. w miejscach,
gdzie nakladajg sie na siebie oddziatywania Noggin i stabej aktywnosci BMP-4,
ulegaja ekspresji geny charakterystyczne dla grzebieni nerwowych [29*]. Nie wia-
domo, jakie inne czynniki biorg udziat w modelowaniu poszczegd6lnych czesci cewy
nerwowej. Sa jedynie wyrywkowe informacje na ten temat.

UWAGI KONCOWE

W czasie rozwoju zarodka dochodzi do ustalenia podstawowego planu budowy
ciata charakterystycznego dla danego gatunku. W zarodkach Xenopus zachodzi to
przez kolejne zmiany osi ciata. Powstajgce centra organizacyjne w okreslonej se-
kwencji wptywaja na ten proces. W centrach organizacyjnych wydzielane sg od-
powiednie czynniki indukujace, ktdrych czynnosc¢ jest regulowana przez czynniki
zarbwno aktywujace, jak i inhibujgce transdukcje sygnatu, w czym biorg udziat
czynniki transkrypcyjne oraz odpowiednie receptory. Wyizolowanie nowych czyn-
nikow indukujacych w zarodkach Xenopus rozszerzyto znacznie poznanie przebiegu
poczatku réznicowania sie komérek i tkanek. Jednak naktadanie sie na siebie ich
sygnalizacji powoduje trudnosci w doktadnym okresleniu szlaku, na jakim poszcze-
go6lne z nich dziatajg, a doswiadczenia z pojedynczymi czynnikami nie dajg peinego
odzwierciedlenia ich rzeczywistej funkcji w zarodku. Mimo tych zastrzezeh mozna
sformutowac kilka wnioskow.

1 W procesach indukcji istotna jest interakcja miedzy czynnikami sekrecyjnymi i
transkrypcyjnymi. Na rysunku 11 przedstawiono prawdopodobne wzajemne od-
dziatywanie tych czynnikéw w procesach wczesnych indukcji embrionalnych u
Xenopus.
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RYSUNEK 11. Préba schematycznego przedstawienia wzajemnego oddziatywania czynnikéw sekrecyj-
nych i czynnikéw indukcyjnych biorgcych udziat we wczesnych procesach indukcyjnych w zarodku
Xenopus (nie uwzgledniono zaleznosci przestrzennych i czasowych)

2. Wiekszo$¢ opisanych czynnikdéw wystepuje i dziata w zarodku w gradiencie
stezenia. Gradient ten nie zalezy wylacznie od dyfuzji i odlegtosci od miejsca
wytwarzania, ale takze od blokowania przez lokalnie wytwarzane biatka.

3. W indukcji biorg udziat czynniki dziatajgce tylko jednorazowo w okreslonym etapie
rozwoju i czynniki aktywowane wielokrotnie, wtedy ten sam czynnik indukujacy,
jak itranskrypcyjny moze odgrywac inng role zaleznie od czasu i miejsca ekspresji
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w zarodku. Nie wiadomo jednak, czy dla réznych funkcji wykorzystuje taki sam

szlak transdukcji.

4. We wczesnej indukcji mezodermalnej odgrywaja role czynniki srodkomérkowe
(obok zewnetrznych) pochodzace z informacji matczynej, ktore zostaty przydzie-
lone poszczegdlnym komoérkom w czasie bruzdkowania.

5. Dla prawidtowego przebiegu indukcji wazna jest droga, jaka czynnik zewnetrzny
przekazuje sygnatdo genu docelowego, ktorego ekspresjajest efektem koricowym.

6. Nie wykazano do tej pory, na czym polega kompetencja komérek umozliwiajaca
odpowiedZ na dziatanie induktora. Jest to zapewne wynik wspoétdziatania sktad-
nikow szlaku transdukcji sygnatu indukujgcego.

Ciekawym bedzie zbadanie, jaka drogg dziatajg xenoinduktory wykrywane jeszcze
przez Spemanna i Mangold i nastepnie wielu innych embriologéw [4*], a po-
wodujgce powstawanie dodatkowej osi zarodka lub inne zmiany rozwojowe. Wy-
kazanie przez Ault i wsp. [2 ], ze lit, znany jako czynnik dorsalizujgcy, dziata
na zarodek przez zahamowanie cyklu transdukcyjnego, a przez to wywotanie na-
dekspresji gsc, moze byé wskazdwka kierunku badan. Wydaje sie, ze niekt6re kse-
noinduktory, jak na przyktad watroby ssakow, dziatajg przez czynniki wzrostowe
w nich zawarte.
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MOLECULAR BIOLOGY OF PAPILLOMAVIRUSES

Elzbieta POREBA

Instytut Biologii Molekularnej i Biotechnologii, Zaktad Wirusologii Molekularnej,
UAM, Poznan

Streszczenie: Wirusy Papilloma (PV) nalezace do rodziny Papoviridae sa to wirusy zwierzece o genomie
w postaci kolistej, dwuniciowej czasteczki DNA zbudowanej z okoto 7,9 tpz. W genomie wiruséw PV
mozna wyro6znic¢ regiony kodujace E i L oraz dwa regiony niekodujace SNR i URR. Region wczesny E
zawiera do 8 ramek odczytu, kodujacych biatka niezbedne dla wirusowej replikacji oraz transformacji
komorek gospodarza. Za wiasciwosci transformujace wiruséw Papilloma odpowiedzialne sg biatka
kodowane przez ramki odczytu E6 i E7. Region pdzny L zawiera 2 ramki odczytu ORF LI i ORF L2,
kodujace biatka kapsydu wiruséw Papilloma. Region niekodujgcy URR petni funkcje regulatorowe w
transkrypcji wirusowych gendw. Region SNR prawdopodobnie ma aktywnos$¢ promotorowg, regulowa-
ng przez czynniki biatkowe pojawiajace sie w trakcie réznicowania keratynocytow.

Stowa 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.

*Artykut napisano w ramach grantu finansowanego przez Komitet Badan Naukowych.



380 E. POREBA

I. WPROWADZENIE

Wirusy Papilloma, a w szczegdlnosci ludzkie wirusy Papilloma (HPV) stanowig
w ostatnich latach przedmiot uwagi i badan wielu o$rodkéw na catym Swiecie.
Liczne badania kliniczne, epidemiologiczne i eksperymentalne wykazaty bowiem
udziat tych wiruséw jako jednego z waznych czynnikdw w patogenezie réznych
schorzen skérnych, bton $luzowych jamy ustnej i gardta oraz narzadéw piciowych,
w tym raka szyjki macicy.

Il. KLASYFIKACJA | STRUKTURA GENOMU WIRUSOW
PAPILLOMA

Wimsy Papilloma (PV) nalezg do rodziny Papoviridae. Sg to mate wirusy zwie-
rzece o genomie w postaci kolistej, dwuniciowej czgsteczki DNA zbudowanej z
okoto 7,9tpz. Atakujg one wiele gatunkow ssakow i sg specyficzne wobec gospodarza.
Od 1979 roku klasyfikacji wiruséw Papilloma dokonywano ze wzgledu na gatunek
przez nie infekowany oraz stopien homologii wyznaczany metodg krzyzowej hy-
brydyzacji DNA w roztworze i numerowano wedtug kolejnosci odkrycia. Nowo
odkryty typ uznawano za odmienny, gdy jego DNA wykazywat mniej niz 50%
homologii wobec innych znanych typéw. Podtypy wyodrebniano na podstawie réznic
w obrazie produktow hydrolizy DNA danego typu, otrzymanym po trawieniu okre-
Slonymi enzymami restrykcyjnymi. Ostatnio sugeruje sig¢, aby za nowy typ uznawac
taki, ktérego DNA zostat sklonowany iktérego geny E6, L1 oraz rejon URR wykazuja
mniej niz 90% homologii wobec tych samych rejondw innych znanych typow.
Podtyp definiowano by jako formy wykazujace od 90-98% homologii w tych re-
jonach. natomiast warianty powyzej 98% homologii [89, 91]. Obecnie znanych
jest ponad 70 typow ludzkich wiruséw Papilloma - HPV (z ang. Human Papil-
lomavirus), swoistych dla bton Sluzowych narzadéw piciowych ijamy ustnej oraz
skory [90]. Przeszto 20 typdw wiruséw HPV infekuje drogi piciowe u ludzi po-
wodujac wystapienie takich schorzen, jak: stan zapalny, klykcina ptaska, ktykcina
konczysta, stany przednowotworowe oraz ptaskonabtonkowe i gruczotowe raki
szyjki macicy (z ang. odpowiednio squamous cervical cancer i cervical adeno-
carcinoma) [99, 63, 56, 57, 69, 82]. Drzewo filogenetyczne wiruséw HPV przed-
stawiono na rysunku 1.

Wirusy Papilloma wywotujgce tagodne zmiany nienowotworowe nazwano wi-
rusami niskiego ryzyka (z ang. low-risk viruses), natomiast zwigzane ze zmiang
ztodliwg (rakiem) - wirusami wysokiego ryzyka (z ang. high-risk viruses). Mimo
réznic w sekwencji DNA miedzy réznymi typami wiruséw Papilloma, organizacja
ich genomu jest podobna (rys. 2). W genomie wirusow PV mozna wyrozni¢ dwa



BIOLOGIA MOLEKULARNA WIRUSOW PAPILLOMA 381

KisuiNEK I. Drzewo filogenetyczne wirusow Hrv 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 wiruséw Papilloma (HPV) typu: la, 11, 16, 18;BPV (bovine

papillomivirus)', CRPV (cottontail rabitpapillomavirus) [35]: Genom kazdego z wiruséw przedstawiono

w postaciliniowej, jako 0 przyjeto punkt odpowiadajgcy miejscu restrykcyjnemu Hpal w genomie BPV-I,

zlokalizovany w poblizu ramki odczytu E6. Otwarte ramki odczytu zaznaczono w postaci prostokgtéw

opisanyci literami E oraz L, oznaczajgcymi fragmenty DNA kodujgce biatka wirusowe wczesne (E) i

p6ézne (L. Linia przerywana zaznaczono pozycje pierwszego kodonu metioninowego w obrebie kazdej
ramki. Litera A oznacza miejsce poliadenylacji
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regiony kodujace E i L, przedzielone regionem niekodujacym, petnigcym funkcje
regulatorowe. Wszystkie ramki odczytu wiruséw Papilloma znajdujg sie na jednej
nici DNA, w przeciwieAstwie do innych wiruséw nalezacych do rodziny Papoviridae,
takich jak wirusy polyoma, czy SV40, ktdrych wczesne i pdzne ramki odczytu
znajduja sie na réznych niciach DNA [35].

I1l. REGION WCZESNY

Region wczesny E zawiera do 8 ramek odczytu (z ang. ORF - open reading
frame), kodujacych biatka niezbedne dla wirusowej replikacji oraz transformacji
komérek gospodarza. Do ekspresji tych ramek dochodzi krétko po infekcji komorki,
w bazalnej warstwie wielowarstwowego nabtonka. Ramki odczytu El, E2, E4,
E6iE7 wystepujg we wszystkich znanych dotychczas genomach wiruséw Papilloma,
ramke E3 wykryto tylko u BPV1 (z ang. bovine papillomavirus type 1), natomiast
ramki odczytu E5 i E8, wystepujace u réznych typéw wiruséw Papilloma réznig
sie miedzy sobag zaréwno wielkoscia, jak i lokalizacjg [35].

ORF EI

ORF EI jest najwieksza i bardzo konserwatywna ramkg odczytu w genomie
wiruséw Papilloma. Najlepiej poznana jest budowa i funkcja produktu ORF El
wirusa BPV1. Jest to biatko jadrowe o masie czasteczkowej od 68-72 kD [73,
81, 10], fosforylowane na koricach aminowym i karboksylowym [48, 73, 86]. Se-
kwencja aminokwasowa zlokalizowana najego koficu aminowym jest bardziej zmien-
na niz na koncu karboksylowym i zawiera gtownie aminokwasy zasadowe.
Konserwatywny rejon na koricu karboksylowym wykazuje homologie z duzym anty-
genem T SV40, ktéry bierze udziat w replikacji DNA wirusa SV40. W regionie
homologicznym dla obu biatek duzy antygen T SV40 zawiera sygnaty lokalizacji
jadrowej, aminokwasy, ktérych reszty moga ulega¢ fosforylacji, moduty wigzace
ATP oraz wykazujace aktywno$é ATP-azowa i aktywnos$¢ helikazy, natomiast biatko
El - miejsce wigzania ATP [73, 81]. Badania prowadzone nad BPV1 wykazaty,
ze ramka E 1koduje biatko wazne dla replikacji DNA wirusa i utrzymania wirusowego
DNA w formie episomalnej [42]. W warunkach in vitro produkt tej ramki odczytu
tworzy kompleks z wirusowym biatkiem E2TA i wiaze sie z DNA wirusowym
rozpoczynajac jego replikacje [87, 88, 95]. W tworzeniu kompleksu pomiedzy biat-
kiem El i E2TA biorg udziat reszty aminokwasowe z konca karboksylowego biatka
El i konnca aminowego E2TA. Przypuszcza sie, ze tworzenie kompleksu miedzy
biatkiem El a E2TA nadaje biatku EI zdolnos$¢ specyficznego wigzania sie z DNA
wirusowym w miejscach zawierajagcych sekwencje ACCGNACGGT rozpoznawane
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przez biatko E2TA [60]. Samo biatko EI moze takze wigza¢ sie z DNA, lecz
bez specyficznosci wzgledem sekwencji nukleotydowej [73, 10]. W komdrkach
myszy transformowanych wirusem BPV1 oprécz produktu EI o masie 68-72 kD
stwierdzono réwniez mniejszy produkt o masie 23 kD, ktérego funkcja nie jest
doktadnie poznana [86].

ORF E2

Otwarta ramka odczytu ORF E2 znajduje sie na 3’ koricu regionu wczesnego.
Poczatek ORF E2 pokrywa sie z ramka El (ok. 79-85 pz. wsp6lnych). Poréwnanie
prawdopodobnych produktéw ramek E2 r6znych wiruséw Papilloma wykazato obe-
cnos¢ sekwencji konserwatywnych na obu koricach tego biatka. Odcinek $rodkowy
jest zmienny i odpowiada pozycji ramki odczytu E4. Najlepiej poznanymi produktami
ramki E2 sg biatka kodowane przez ORF E2 wirusa BPV1. Wykazano, ze ORF
E2 BPV1 koduje trzy biatka jadrowe o masach czasteczkowych 28, 31 i 48 kD,
ktére sa regulatorami transkrypcji. Biatko E2 petnej dtugosci oznaczane jako E2TA
reguluje ekspresje wirusowych promotoréw przez wigzanie z elementami enhan-
cerowymi zaleznymi od E2, tzw. E2RE (z ang. E2 - responsive enhancer elements)
i petni funkcje transaktywatora lub represora transkrypcyjnego w zaleznosci od
miejsca przytaczenia. Modut odpowiedzialny za transaktywacje transkrypcji przez
E2TA znajduje sie na aminowym koricu biatka, natomiast koniec karboksylowy
bierze udziat w dimeryzacji czasteczek biatka oraz ich wigzaniu z DNA. Pozostate
dwa produkty ORF E2 to biatka E2TR o masie 32 kD oraz E8/E2TR o masie
28 kD powstaty przez pofaczenie fragmentéw produktéw ramek E2 i E8. Podobnie
jak E2TA biatka E2TR oraz E8/E2TR majg na koncu karboksylowym modut od-
powiedzialny za dimeryzacje czasteczek i wigzanie z DNA, natomiast koniec ami-
nowy tych biatek jest skrocony w poréwnaniu z E2TA i nie zawiera modutu
transaktywujgcego. Fragmenty sekwencji znajdujacej sie na konicu karboksylowym
biatka E2TR oraz E8/E2TR umozliwiajg wigzanie obu biatek z sekwencjami spe-
cyficznymi dla E2TA oraz tworzenie heterodupleksow z E2TA, hamujac w ten
spos6b dziatanie E2TA. Schemat struktury biatek E2 BPV1 przedstawiono na
rysunku 3.

W przypadku wiruséw HPV atakujgcych narzady piciowe biatko E2 peinej dtu-
gosci powoduje represje transkrypcji wczesnych ramek odczytu [71, 9, 84]. Do
represji transkrypcji dochodzi w wyniku wiazania sie biatka E2 z dwiema sekwen-
cjami ACCGAAAACGGT, znajdujagcymi sie w poblizu TATA box promotora i
tworzenia przestrzennej bariery w formowaniu kompleksu inicjujacego transkrypcje.
Wykazano, ze biatko E2 wspotzawodniczy z biatkami TBP w ich wigzaniu sie
z promotorem [25]. Prawdopodobnie dochodzi¢ moze roéwniez do negatywnego
oddziatywania biatka E2 z biatkiem Spl, ktérego miejsce wigzania znajduje sie
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RYSUNEK 3. Schemat struktury biatek E2 wirusa BPV1: Produktami E2 ORF wirusa BPV1 sg trzy

biatka o masie 48 kD, 31 kD, 28 kD, petniace role regulatoréw w transkrypcji genéw wirusowych. W

strukturze biatka E2 o masie 48 kD wyro6zni¢ mozna trzy domeny: (1) domene odpowiedzialng za funkcje

transaktywacyjna biatka E2, zlokalizowang w rejonie N korca czasteczki, oznaczona na schemacie literg

N; (2) domene bioraca udziat w dimeryzacji czasteczki biatka E2, zlokalizowang w rejonie C konca

czasteczki, oznaczong na schemacie literg C; (3) domene tgczaca, oznaczong litera £. Odcinek wypet-
niony czarnym kolorem jest kodowany przez ORF E8

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

Ostatnio wykazano réwniez, ze biatko E2 moze powodowac represje podstawowej
aktywnosci promotora genéw péznych P7535 u HPV8 [80]. Wykazano, ze w ne-
gatywnej regulacji promotora P7535 bierze udziat miejsce wigzania E2 o niskim
powinowactwie - tzw. sekwencja P2, ktora jest oddzielona przez jeden nukleotyd
od sekwencji TATA P7535. Biochemiczne i genetyczne analizy sugeruja, ze do
represji dochodzi na skutek zastgpienia czynnikdw wigzacych sie z sekwencjg TATA
przez biatko E2 i oddziatywania E2 z czynnikami komdrkowymi aktywujacymi
promotor, specyficznie rozpoznajagcymi sekwencje P2. Sekwencja P2 jest zacho-
wawcza i wystepuje u kilku typéw HPV zwigzanych z powstawaniem epidermo-
dysplasia verruciformis, u HPV 1, CRPV (z ang. cottontail rabbit papillomavirus)
i BPV 1w poblizu promotora genu p6znego. Sugeruje to, ze wzajemne oddziatywanie
E2 iczynnikow komorkowych w miejscu tej sekwencji moze by¢ wazne dla ekspresji
biatek strukturalnych tych wiruséw.

ORF E4

Otwarta ramka odczytu E4 potozona jest catkowicie w obrebie ramki E2 i koduje
biatko, ktére pojawia sie w etapie péznym cyklu rozwojowego wirusa [23, 11].
W komorkach nabtonka (simple epithelial cells) infekowanych zrekombinowanym
wirusem ospy bydlecej umozliwiajagcym ekspresje ORF E4 HPV 16, biatko E4
wigze sie z posrednim typem widkienek keratyny i powoduje zapadanie cytoszkieletu
keratynowego [24]. Pomimo iz w zainfekowanych komoérkach nabtonka biatko E4
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ulega ekspresji w duzym stopniu, jego rola w cyklu rozwojowym wirusa nadal
pozostaje nieznana.

ORF E5

Otwarta ramka odczytu E5 koduje biatko hydrofobowe o niskiej masie czg-
steczkowej. zlokalizowane gtéwnie w btonach retikulum endoplazmatycznego oraz
aparatu Golgiego [4]. Jest ona wysoce konserwatywna wsrod wiruséw Papilloma,
ktére wykazuja tropizm do fibroblastow i tatwo transformujg fibroblasty mysie
w liniach komoérkowych. Biatko E5 BPV1 moze zmienia¢ dziatanie btonowych
kinaz biatkowych, takich jak receptory EGF lub receptory PDGF (rys. 4) [67],
przypuszcza sie jednak, ze z wewnatrzkomdrkowag lokalizacjg tego biatka zwigzane
sg rowniez inne jego funkcje. W przypadku HPV 16 otwarta ramka odczytu E5
moze transformowac ludzkie keratynocyty [47], jednakze biochemiczny mechanizm
dziatania biatka E5 wiruséw wykazujacych tropizm do nabtonka nie jest znany.
Wykazano, ze moze ono wzmacnia¢ transdukcje sygnatu do jadra za posrednictwem
EGF oraz ze ma zdolno$¢ indukowania aktywnosci kinazy MAP (z ang. mito-
gen-activated protein) zardwno w obecnosci, jak i braku EGF, co sugeruje, ze
biatko to moze wzmacnia¢ réwniez odpowiedz komorki na drodze kinazy MAP
[34].

ORF EG6

Otwarta ramka odczytu E6 koduje mate biatko wystepujace w jadrze. Na jego
koncu karboksylowym znajduja sie dwa moduty o strukturze palcow cynkowych,
ktore sg niezbedne dla jego stabilnosci [7]. Biatko E6 nie wykazuje podobienstwa
strukturalnego do zadnego ze znanych biatek komoérkowych. Istniejg jednak pewne
podobienstwa funkcjonalne miedzy biatkiem E6 a biatkami onkogennymi kodo-
wanymi przez inne onkogenne wirusy DNA, takie jak adenowirus, czy SV40. Biatko
E6 wirusow HPV wysokiego ryzyka, podobnie jak E1B adenowirusa i LT SV40,
ma zdolno$¢ wigzania biatka komaérkowego p53 [92].

Biatko p53 jest produktem genu supresorowego, odgrywajacego istotng role w
regulacji cyklu komérkowego. Mutacje somatyczne w obrebie tego genu wykryto
w kilkunastu najczesciej wystepujacych nowotworach, w tym takze w raku szyjki
macicy. Mutacje w obrebie genu p53 stwierdzano gtéwnie w komdrkach nowo-
tworowych raka szyjki macicy HPV negatywnych, podczas gdy w komdrkach no-
wotworowych HPV pozytywnych wykrywano gtownie niezmutowang forme biatka
p53. Na tej podstawie wysunieto hipoteze, ze inaktywacja biatka p53 w wyniku
mutacji w obrebie jego genu i inaktywacja p53 przez biatko E6 HPV sa procesami
wykluczajgcymi sie wzajemnie [18]. Wyniki badan prowadzonych nad identyfikacjg
mutacji genu p53 w komorkach raka szyjki macicy nie sg jednak jednoznaczne.
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RYSUNEK 4. Schemat przedstawiajagcy oddziatywanie biatka E5 i receptora PDGF w komérkach
transformowanych [35]: Dimer biatka E5, tworzacy sie przy udziale wigzan dwusiarczkowych oddziatuje
zdwoma monomerami receptora PDGF, powodujac jego dimeryzacje, aktywacje i fosforylacje tyrozyny

Badania prowadzone w ostatnim czasie nie potwierdzajg proponowanej hipotezy
[64]. Rownoczesne wystepowanie mutacji w genie p53 i infekcji wirusem HPV
w tkance nowotworowej nie wyklucza udziatu biatka E6 w procesie karcinogenezy,
poniewaz wykazano, ze mutacje w genie p53 moga by¢ procesem wtérnym. Do-
niesienia wykazujace obecnos¢ mutacji w genie p53 w komérkach przerzutowych
raka szyjki macicy HPV pozytywnego potwierdzajg te mozliwos¢. Niezmutowana
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forma biatka p53 moze aktywowac lub hamowac ekspresje genéw komaérkowych
przez wigzanie sie ze specyficznymi sekwencjami DNA lub przez oddziatywanie
z czynnikami transkrypcyjnymi, takimi jak TBP lub CBF [1, 78], negatywnie re-
gulujac w ten sposéb wzrost komorki. Podczas gdy biatka LT SV40 i E 1B adenowirusa
powodujg stabilizacje biatka p53, wigzanie biatka E6 HPV16 i HPV18 in vitro
prowadzi do szybkiej proteolitycznej degradacji p53 w drodze ubikwatynacji [74].
Badania p*owadzone in vitro wykazaty rowniez znaczne zmniejszenie stabilnosci
biatka p53 w ludzkich komorkach nabtonkowych, w ktérych dochodzi do ekspresji
ramki E6 [45]. Biatko E6 ma zdolno$¢ inaktywacji biatka p53, znoszac jego funkcje
zardwno w aktywacji, jak i represji transkrypcji [45, 59]. Pod tym wzgledem biatko
E6 przypomina dziatanie zmutowanej formy biatka p53, ktéra réwniez inaktywuje
niezmutovang forme p53 po oligomeryzacji. Biatko E6 moze zosta¢ zastgpione
przez zmutowang forme p53 we wspotdziataniu z E7 w procesie immortalizacji
pierwotnych ludzkich komdrek nabtonkowych narzadéw ptciowych [77]. W wigzaniu
biatka E6 z p53 biorg udziat reszty aminokwasowe zlokalizowane w poblizu koica
karboksylowego E6, natomiast reszty aminokwasowe potozone w sasiedztwie konca
aminowego sg odpowiedzialne za degradacje p53 [17]. Poza tym do asocjacji biatka
E6 z p53 niezbedne jest biatko komérkowe o masie 100 kD nazwane E6-AP [38].
W obrebie biatka E6-AP znajduje sie krotka sekwencja odpowiedzialna za wigzanie
biatka E6 HPV 16 oraz odcinek bioracy udziat w wigzaniu biatka p53 przez kompleks
E6/E6-AP[39], Kompleks E6/E6-AP funkcjonuje jako element szlaku ubikwatynacji
(E3 ligazaubikwatyny) [75]. Schemat obrazujacy udziat biatka E6 w ubikwatynacji
p53 przedstawiono na rysunku 5.

Obecnie nie wiadomo jeszcze, ktore z biatek: E6,E6-AP czy obydwa bezposrednio
kontaktujg sie z p53. Wykazano, ze kompleks p53 z DNA jest odporny na ubi-
kwatynacje w obecnosci E6 HPV16. Prawdopodobnie jest to spowodowane brakiem
zdolnosci wigzania kompleksow p53-DNA przez biatko E6 [61]. Ostatnio pro-
wadzone badania dowodzg, ze zdolno$¢ asocjacji z p53 i zdolno$é do jego degradacji
sg niezaleznymi od siebie aktywnos$ciami biatka E6 [17, 85]. Odmienne sg rowniez
domeny p53 potrzebne do asocjacji z E6idegradacji p53 [50]. Chociaz oddziatywanie
E6 z p53 est wystarczajace dla zniesienia takich witasciwosci p53, jak: wigzanie
DNA, transaktywacja czy transrepresja transkrypcji [85, 45, 46, 19], pewne funkcje
p53 zostajg zahamowane jedynie na skutek degradacji tego biatka. Wykazano, ze
do zniesieaia indukowanego przez p53 bloku GI, jak réwniez do zahamowania
indukowarej przez p53 apoptozy wymagana jest zdolno$¢ E6 do degradacji p53
[31].

Stwierdzono réwniez, ze biatko E6 ma wihasciwosci transformujace niezalezne
od p53. Przypuszcza sig, ze aktywno$¢ ta jest zwigzana z innymi biatkami wigzacymi
sie z EG. .'ednym z takich biatek moze by¢ biatko wigzace wapn ERC-55, ktére
prawdopodobnie jest zlokalizowane w retikulum endoplazmatycznym [14].
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RYSUNEK 5. Ubikwatynacja biatka p53 przy udziale biatka E6 HPV [35]: Biatko E6 HPV wigze si¢ z

komérkowym biatkiem E6-AP, tworzac kompleks funkcjonujacy jako E3 ligaza-biatko-ubikwatyna (z

ang. ubiquitin protein ligase), ktéry bierze udziat w ubikwatynacji biatka p53. W ubikwatynacji biatka

p53 uczestniczg kolejno: El enzym aktywujacy ubikwatyne (z ang. ubiquitin activating enzyme), E2
Human Ubcb5 enzym wigzacy ubikwatyne (z ang. ubiquitin conjugating enzyme) oraz E3

ORF E7

Produkt ramki E7 jest biatkiem jadrowym o niskiej masie czasteczkowej, za-
wierajacym na swym koncu karboksylowym 1 modut o strukturze palcéw cynkowych.
Na koricu aminowym tego biatka znajduje sie odcinek wykazujacy podobienstwo
sekwencji do regionu konserwatywnego CR1 biatka EI A adenowirusa. Dalej w
kierunku COOH biatka E7 wystepuje odcinek o wyraznym podobienstwie sekwencji
do drugiego regionu konserwatywnego CR2 biatka E 1A adenowirusa oraz LT wirusa
SV 40. Modut ten jest odpowiedzialny za liczne funkcjonalne podobienistwa miedzy
biatkami E7, EI A oraz LT SV 40, odgrywa on bowiem role w ich wigzaniu z
Rb oraz innymi biatkami podobnymi funkcjonalnie i strukturalnie do Rb jak np.
pl07 [62, 27, 22]. Schemat struktury biatka E7 przedstawiono na rysunku 6.

Biatko Rb odgrywa wazng role w regulacji cyklu komérkowego. Utrata pra-
widtowo funkcjonujgcego biatka Rb spowodowana mutacjami w jego genie jest
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RYSUNEK 6. Schemat struktury biatka E7 [35]: Poréwnanie homologii aminokwasowej pomiedzy

fragmentami regionéw konserwatywnych 1i2 (CR 1, CR2) biatka E 1A adenowirusa, regionem antygenu

T SV40 oraz 38 aminokwasami biatka E7 HPV 16. Region E7 homologiczny do CR2 E 1A adenowirusa

jest odpowiedzialny za oddziatywanie biatka E7 z Rb, p107 i zawiera aminokwasy fosforylowane przez
kinaze kazeinowa Il (CK 1)

obserwowana w réznych typach nowotworéw. W fazie GO/G1 biatko Rb wystepuje
w komérce w postaci nieufosforylowanej i tworzy kompleksy z czynnikiem trans-
krypcyjnym E2F. Wykazano, ze wirusowe biatko E7 wigze sie preferencyjnie z
nieufosforylowang formg Rb i moze niszczy¢ lub zmienia¢ kompleksy utworzone
przez biatka z rodziny Rb z czynnikami transkrypcyjnymi E2F oraz myc [72, 13].
W wyniku ekspresji E7 w komdrce zwigksza sie stezenie wolnego czynnika trans-
krypcyjnego E2F, co w rezultacie prowadzi do uruchomienia transkrypcji genow
majacych promotory zalezne od E2F [93] i umozliwia przejscie komorki ze stanu
spoczynkowego w faze Gl oraz z fazy G1 w faze syntezy DNA (rys. 7).
Wiele informacji na temat funkcjonowania biatka E7 w cyklu komérkowym
dostarczyty badania prowadzone na zmutowanych formach tego biatka [22]. Mutacje
wprowadzone w rejonie E7 podobnym do EI A i LT znosza zdolno$¢ E7 do wiazania
biatka Rb lub p 107 oraz aktywno$¢ transformujgcg E7 w komdrkach gryzoni.Zamiana
pojedynczego aminokwasu w tym rejonie prowadzi do powstania formy E7, nie-
zdolnej do wigzania biatka Rb, natomiastjej zdolno$¢ oddziatywania z p 107 pozostaje
niezmieniona. Taka forma zmutowana E7 traci rowniez wasciwosci transformujace,
co sugeruje, ze oddziatywanie E7 z Rb moze by¢ bardziej istotne dla aktywnosci
onkogennej E7 niz interakcja z p 107. Mutacje wprowadzane w miejscach fosforylacji
biatka E7 nie wplywajg natomiast na zmiane zdolnosci E7 do wspotdziatania z
aktywowanym onkogenem ras w transformacji komaérek gryzoni oraz immortalizacji
keratynocytdw szyjki macicy [79]. Badania prowadzone na zmutowanych formach
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RYSUNEK 7. Wptyw biatka E7 HPV na regulacje cyklu komdrkowego przez pRb [35]: W czasie cyklu
komoérkowego pRbjest fosforylowany w réznym stopniu. Nieufosforylowana forma biatka Rb jest forma
aktywna, dziatajaca jako negatywny regulator cyklu komoérkowego i obecna jest tylko w czasie faz
Go/G 1 W czasie przejscia do fazy S biatko Rb jest fosforylowane przez kinazy cyklinozalezne (cdk), co
prowadzi do jego inaktywacji. W czasie faz Go/GI nieufosforylowana forma biatka Rb jest zwiazana z
czynnikiem transkrypcyjnym E2F, na skutek czego E2F nie moze aktywowac transkrypcji. Fosforylacja
biatka Rb lub przytaczenie sie do niego wirusowego biatka onkogennego E7 HPV (lub E 1A adenowirusa)
prowadzi do uwolnienia z kompleksu E2F, ktdry funkcjonuje jako aktywator transkrypcji gendw
komdrkowych zaangazowanych w synteze DNA komdérkowego i przejscie do fazy S cyklu komérkowego

biatka E7 HPV16 wykazaty réwniez, ze zdolno$¢ wigzania Rb przez E7 jest istotna,
ale niewystarczajgca dla aktywnosci transformujacej E7. Niektére zmutowane biatka
E7 majace zdolno$¢ wigzania Rb majg znacznie obnizong aktywno$¢ transformujacg
[5, 30]. Fakt ten sugeruje mozliwo$é oddziatywan E7 z innymi biatkami. Wykazano,
ze E7 moze asocjowac z co najmniej dwoma innymi biatkami komérkowymi, takimi
jak cyklina A i cdc 2 zalezng kinaza, ktore regulujg przejscie komérki do fazy
cyklu komoérkowego S i G2/M. Biatko E7 HPV18 moze takze tworzy¢ kompleks
z cykling E, ktora kontroluje przejscie GI/S cyklu komdrkowego. W procesie tym
bierze udziat réwniez biatko p 107. Zaréwno kompleks E7/cyklina E, jak i E7/cyklina
A wykazujg aktywnos$¢ kinazowg przez asocjacje z biatkiem cdk2, co moze przy-
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czynigc sie do fosforylacji p 107. Zdolno$¢ oddziatywania E7 z tymi biatkami ko-
maérkowymi moze by¢ dodatkowym mechanizmem prowadzacym do hiperproliferacji
komoérkowej w komdrkach zainfekowanych wirusem HPV [54].

Sugeruje sie ponadto, ze biatko E7 HPV 16 moze aktywowac transkrypcje réwniez
w inny spos6b niz oddziatywanie z kompleksem pRb-E2F. Wykazano, ze biatko
E7 petnej diugosci ma zdolno$¢ aktywacji dwéch réznych gendéw reporterowych,
zawierajagcych w swoich promotorach miejsca wigzania dla bakteryjnego represora
LexA. W przeciwienstwie do E7 HPV16, E7 HPV11, nalezgcego do grupy niskiego
ryzyka, nie ma wiasciwosci aktywacji transkrypcji tych gendw. Stwierdzono, ze
mutacje w rejonie odpowiedzialnym za wiasciwosci transformujace E7 HPV16 nie
majg wplywu na zdolno$¢ tego biatka do aktywacji transkrypcji. Wykazano, ze
w aktywacji transkrypcji biorg udziat aminokwasy znajdujace sie na koficu aminowym
i czeSciowo aminokwasy zlokalizowane na konfcu karboksylowym tego biatka [98].

IV. ODCINEK MIEDZY REGIONEM WCZESNYM
A POZNYM

Pomiedzy ramka odczytu E5 a L2 znajduje sie krétki niekodujacy region SNR
(z ang. short non-coding region). W regionie tym wystepuje sygnat poli(A) dla
transkryptow genéw wczesnych. Ponadto sugeruje sie, ze SNR moze mie¢ aktywnos$¢
promotorowa, regulowang przez czynniki biatkowe pojawiajgce sie w trakcie réz-
nicowania keratynocytéw [49].

V. REGION POZNY

Region pozny L zawiera 2 ramki odczytu ORF LI i ORF L2, kodujace biatka
kapsydu wiruséw Papilloma. Ekspresja tych ramek odczytu zachodzi tylko w cal-
kowicie zréznicowanych keratynocytach, ajej regulacjajest obecnie stabo poznana.
ORF LI jest najbardziej konserwatywng ramka odczytu wiruséw Papilloma. Koduje
biatko kapsydu o $redniej masie czasteczkowej 56 kD [29, 43, 55, 37]. Biatko
L1 ulega glikozylacji, ktora jest wazna dla stabilizacji jego struktury [44]. ORF
L2 koduje biatko kapsydu o masie 76 kD i wykazuje mniejszg zachowawczo$¢
u znanych typéw wiruséw Papilloma [21].

VI. ODCINEK MIEDZY REGIONAMI POZNYM | WCZESNYM

Region zlokalizowany pomiedzy koricem 3’ ramki LI a kofAcem 5’ ramki E6
jest u wiruséw Papilloma rejonem niekodujagcym, zwanym rejonem regulatorowym
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URR (z ang. upstream regulatory region). Region ten zawiera miejsca bogate w
AT, kilka promotoréw dla polimerazy RNA I, konstytutywne i indukowane en-
hancery, miejsca wigzania komoérkowych czynnikéw transkrypcyjnych, takich jak:
NF1, Api, Octl, TEF1, TEF2 [2,3,36] oraz kilka kopii sekwencji palindromowej
ACCNG6GGT, bedacej miejscem wigzania wirusowego biatka E2, petniacego role
regulatora transkrypciji.

VII. CYKL ROZWOJOWY WIRUSOW PAPILLOMA

Infekcja wirusowa wymaga zaangazowania czynnikow zarowno wirusowych,
jak i komérkowych. Nie we wszystkich typach komoérek moze dojs¢ do infekcji
oraz namnazania czastek wirusa. Komorki, ktore nie podlegajg infekcji wirusowej
lub nie umozliwiajg wirusowi peinego cyklu rozwojowego, zostaty nazwane ko-
mérkami niepermisywnymi. W przypadku wiruséw PV wiekszo$¢ komoérek go-
spodarza jest dla nich niepermisywna. Wirusy Papilloma wykazuja bowiem
szczeg6lne powinowactwo do naskérka i bton Sluzowych pokrytych nabtonkiem
paraepidermalnym. W warstwie podstawnej nabtonka zainfekowanego obecne sg
nieliczne kopie genomu wirusowego, zlokalizowane w postaci episomalnej lub zin-
tegrowanej z DNA gospodarza w jadrze komorkowym, ulegajac podziatowi jedynie
wraz z podziatem komorki. Do petnego rozwoju wirusa moze dochodzi¢ jedynie
w komorkach dojrzatej warstwy nablonka tzw. keratynocytach. Analiza mRNA
w réznych warstwach nabtonka za pomocag metody hybrydyzacji in situ wykazata
obecnos¢ transkryptoéw regionu E we wszystkich warstwach, natomiast transkrypty
regionu poznego L, odpowiedzialne za synteze biatek kapsydu, znajdowano jedynie
w dojrzatych keratynocytach. W wyniku namnozenia czasteczek wirusowych w
warstwie powierzchniowej nabtonka dochodzi do powstania efektu cytopatycznego,
charakteryzujacego sie pojawieniem tzw. koilocytow - komérek wielko- lub wie-
lojgdrzastych. Poznanie petnego cyklu rozwojowego wiruséw Papilloma napotyka
na trudno$ci spowodowane brakiem odpowiednich hodowli keratynocytéw in vitro.
Bardzo stabo poznane sg etapy infekcji komoérek przez wirusy Papilloma oraz eks-
presji ich wczesnych ramek odczytu. Z badain prowadzonych na wirionach i VLP
(z ang. virus-like particles) wirusa BPV1 oraz VLP HPV16 wynika, ze podczas
infekcji wirusy te wigza sie z powszechnie obecnym, ewolucyjnie zachowawczym
komorkowym receptorem powierzchniowym. VLP HPV16 hamujg wigzanie wi-
rionbw BPV1 z komérkami C127 i ich transformacje, co sugeruje, ze wirusy te
interreaguja z tymi samymi komorkowymi czasteczkami powierzchniowymi [70].
Badania infekcji linii komorkowych C 127 lub CV-1 przez wirusa BPV 1prowadzone
przy uzyciu mikroskopii elektronowej i immunofluorescencyjnej wykazaty, ze wi-
riony BPV1 ulegajg adsorbcji na powierzchni komorek juz po 1-godzinnej inkubacji
w temperaturze 4°C. Wigkszo$¢ wirion6w byta absorbowana przez komorki w czasie
30-minutowej inkubacji w temperaturze 37°C, po czym wiekszo$¢ antygendw wi-
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rasowych lokalizowano w jadrze komorkowym. Wirusy byly transportowane w
fagosomach, a proces ten moze by¢ hamowany przez cytochalazyne B i taxol,
co sugeruje, ze w transporcie wiriondbw moga bra¢ udziat mikrofilamenty i mi-
krotubule. Biatka kapsydu byly wykrywane w komdrce przez okoto 14 godzin,
po czym ulegaty degradacji. Przypuszcza sig, ze proces rozpadu wiriondw zachodzi
w cytoplazmie, a biatka L1 i L2 migrujg do jadra dzieki ich sygnatom lokalizacji
jadrowej. Swiadczy o tym fakt, ze wjadrze komoérek zainfekowanych nie stwierdzono
catych wirionéw, natomiast otrzymano silny sygnat fluorescencyjny pochodzacy
od biatek LI i L2 [97].

Model replikacji wirusow Papilloma zostat najlepiej opracowany dla wirusa
BPV1 [42]. Replikacja wirusow Papilloma zachodzi w jadrze komorki zainfeko-
wanej. Biatkami niezbednymi do replikacji wirusa BPV 1 sg produkty otwartych
ramek odczytu El i E2. Ekspresja tych ramek odczytu jest wystarczajgca do zapo-
czatkowania replikacji. Przypuszcza sie, ze produkty ramek odczytu E5, E6 i E7
biorg udzial w podtrzymywaniu replikacji. Z miejscem inicjacji replikacji wigze
sie kompleks biatek EI i E2TA, zapoczatkowujac replikacje. Biatko El dzieki
wiasciwosciom helikazy zaleznej od ATP rozplata nici DNA iumozliwia rozpoczecie
replikacji. Proponowanymi w tym modelu poziomami regulacji replikacji sg: two-
rzenie kompleksu pomiedzy biatkami EI i E2TA, zdolno$¢ wigzania sie tego kom-
pleksu z DNA oraz aktywnos$¢ biatka EI.

Mozliwymi czynnikami kontrolujgcymi tworzenie kompleksu E1-E2TA sa:

- stopien ufosforylowania E2TA (biatko El taczy sie tylko z nieufosforylowang
formg E2TA) [48],

- obecnos$¢ biatek E2TR i E8/E2TR w duzym stezeniu (biatka te tworzg hete-
rodimery z biatkiem E2TA i uniemozliwiajg mu wigzanie sie z biatkiem EI).

- stezenie biatek EI i E2TA (w komdrkach transformowanych biatka El i E2TA
wystepujg w niskim stezeniu, zwiekszenie stezenia biatka E2TA indukuje ampli-
fikacje DNA BPV 1).

Kontrola wigzania kompleksu E1-E2TA z DNA odbywac sie moze przez:

- biatka E2TR oraz E8/E2TR (gdy sa w duzym stezeniu moga modulowaé
dziatanie E1-E2TA przez kompetycyjne wigzanie sie z miejscami rozpoznawanymi
przez E2TA),

- multimeryczne kompleksy biatka E2TA (wykazano, ze biatko E2TA w postaci
takich kompleksow indukuje tworzenie petli w DNA).

Ostatnio stwierdzono, ze w przypadku wirusa BPV1 efektywnos¢ replikacji mo-
dulowana jest przez dodatkowe sekwencje wirusowe. Dodanie takich sekwencji
do konstraktow zawierajagcych tylko minimalny region niezbedny do zapoczatko-
wania replikacji tzw. ori (z ang. origin ofreplication) powoduje zwigkszenie poziomu
replikacji DNA. Wsrod tych sekwencji zidentyfikowano fragment o diugosci 69
par zasad, w pozycji 4921-4990 wirusa BPV1, ktéry zawiera co najmniej dwa
miejsca wigzania dla biatek komorkowych. Jednym z tych biatek jest biatko CDEBP,
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rozpoznajace oktamerowy motyw ATCACGTG identyczny jak drozdzowy element
CDEI. Zaréwno delecje, jak i mutacje w tym regionie wyraznie obnizajg poziom
replikacji [66].

Do replikacji DNA wirusow HPV wymagane jest biatko El i miejsce ori. Biatko
E2 stymuluje replikacje w sposob niezalezny od miejsca wigzania. Badania replikacji
DNA HPV in vitro przy uzyciu oczyszczonych biatek i czeSciowo oczyszczonych
ekstraktow biatkowych wykazaty, ze replikacja wiruséw HPV jest zalezna rowniez
od czynnikdw komorkowych: biatka replikacyjnego A, czynnika replikacyjnego
C, antygenu jadrowego proliferacji komoérkowej (z ang. proliferating-cell nuclear
antigen), jak réwniez od frakcji IlIA otrzymanej po rozdziale na kolumnie z fo-
sfocelulozg. Frakcja 1A zawiera polimeraze DNA-primaze oraz polimeraze DNA.
Obie te polimerazy sa istotne dla replikacji DNA HPV16 in vitro nie sg jednak
wystarczajgce [58].

Proces nowotworzenia rozpoczyna sie w warstwie podstawnej nabtonka, gdzie
wirusy PV nie przechodza petnego cyklu rozwojowego. W komérkach nowotwo-
rowych wirusy wysokiego ryzyka wystepuja gtéwnie w postaci zintegrowanej z
genomem gospodarza. Istniejg rowniez doniesienia o identyfikacji w niektérych
rakach obu form wiruséw lub tylko jego form episomalnych [52, 20, 32, 16, 41].
Proces integracji zachodzi gtéwnie przez przerwanie ramek odczytu EI lub E2
[76]. Niektérzy autorzy podajg réwniez mozliwosé integracji przy udziale innych
obszaréw za wyjatkiem ramek odczytu E6, EI oraz URR [28, 15]. Biatko E2
bierze udziat w regulacji transkrypcji ORF E6 i E7. Przerwanie ramki odczytu
E2 w wyniku integracji DNA wirusowego z genomem gospodarza jest waznym
etapem prowadzacym do nadmiernej ekspresji gendéw kodujacych biatka onkogenne
EG i E7.

VI, WEASCIWOSCI TRANSFORMUJACE WIRUSOW
HPV

Wiekszos$¢ informacji dotyczacych wiasciwosci transformujacych wiruséw HPV
pochodzi z do$wiadczen in vitro. Wprowadzenie sklonowanego DNA wiruséw HPV
wysokiego ryzyka (np. HPV16, HPV18) do ustalonych linii komoérkowych gryzoni
powoduje ich transformacje [96, 40]. Wykazano, ze za wasciwosci transformujace
tych wiruséw odpowiedzialne sa biatka kodowane przez ramki odczytu E6 i E7
[40, 65] oraz, ze aktywno$¢ transformujgca biatka E6 jest mniejsza niz biatka E7
[65, 8]. Transformacje komérek za pomoca produktéw ORF E6 i E7 obserwowano
jedynie w przypadku linii komdrkowych gryzoni. Transfekcja sklonowanego DNA
wiruséw HPV wysokiego ryzyka lub ORF E6, E7 do linii komoérek ludzkich (np.
macierzystych komérek nabtonkowych, ludzkich keratynocytéw, fibroblastow etc.)
powodowata jedynie ich immortalizacje [94, 68, 51, 53]. Aby uzyska¢ tumoroge-
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niczne klony komérkowe komorek ludzkich, potrzebne jest wspotdziatanie dodat-
kowych czynnikéw, np. wprowadzenia specyficznych onkogenéw. Wykazano, ze
onkogen H-ras wprowadzony wraz z ramka odczytu E7 indukuje catkowitg trans-
formacje kultur fibroblastéw i ludzkich komdérek nabtonka szyjki macicy. Trans-
formacje ludzkich komorek uzyskano dzieki komplementacji ramki E7 takze z takimi
czynnikami, jak: onkogen c-myc, p53, duzy antygen T polyoma, antygen T SV-40
oraz biatkiem Ela adenowirusa. Ramka odczytu E6 pozostaje nieaktywna w tych
probach komplementacji [65]. Analogiczne proby komplementacji prowadzone na
wirusach niskiego ryzyka wykazaty ich niezwykle stabg zdolno$¢ transformacji i
unie$miertelniania linii komérkowych [6]. Zlokalizowanie aktywnosci transformu-
jacej wiruséw HPV w ramkach odczytu E6/E7 zwiekszyto zainteresowanie pro-
duktami tych ramek oraz ich oddziatywaniem z biatkami komdrkowymi. Obecnie
biatka E6iE7 sg najlepiej poznanymi biatkami kodowanymi przez wirusy Papilloma.
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SILY | NAPREZENIA MECHANICZNE
WE WRZECIONIE MITOTYCZNYM;,
ICH ROLE W ROZDZIELANIU CHROMOSOMOW™*

FORCES AND MECHANICAL STRESSES IN MITOTIC SPINDLE;
THEIR ROLES IN CHROMOSOME SEGREGATION

Zygmunt HEJNOWICZ
Katedra Biofizyki i Biologii Komorki, Uniwersytet Slaski, Katowice

Streszczenie: Przeglad traktuje o mechanizmie rozdzielania par chromatyd w mitozie lub par chromoso-
moéw homologicznych w mejozie, ktéry wyklucza mozliwo$¢, ze dwaj partnerzy jednej pary przejda do
tego samego bieguna wrzeciona mitotycznego. Pary rozdzielane sa na zasadzie: (a) zdolno$ci generowa-
nia sity przesuwajacej kinetochor (we wspétdziataniu z przytagczonymi dorh mikrotubulami) do bieguna,
znacznie wiekszej (>1000 x) niz sita potrzebna do ruchu chromosomu; (b) realizacji tej zdolnosci przy
bipolarnej orientacji par kinetochoréw (kinetochory jednej pary sg potaczone z obu biegunami, a sity
dziatajg w przeciwnych kierunkach), dzieki czemu powstajg duze naprezenia rozciagajgce w kinetocho-
rach; (c) zmiany chemizmu kinetochoréw pod wptywem naprezenia, co umozliwia przejscie przez punkt
kontrolny cyklu komoérkowego od metafazy do anafazy; (d) sprzezenia zwrotnego miedzy narastaniem
naprezenia w parze kinetochoréw a stabilizacjg tych przytgczen mikrotubul do kinetochoréw, ktére
powoduja naprezenie, co daje bipolarng orientacje z efektem wymienionym w punkcie (b).

Stowa kluczowe: kinetochory, mejoza, mikrotubule, mitoza, naprezenia mechaniczne, naprezenie rozcia-
gajace, punkt kontrolny cyklu komérkowego, ruch chromosomow, sity 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 dzigkuje Prof. dr A. Sieversowi (Uniwersytet Bornski) za pomoc w zebraniu literatury do
artykutu.
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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 | WSTEPNE OBJASNIENIA

W artykule, przymiotnik ,,mitotyczny” stosowany jest w szerokim znacztniu,
a wiec rzeczowniki, ktdre okre$la, takie jak wrzeciono czy sita, mogg odrosic¢
sie rowniez do mejozy.

Zauwazmy najpierw, ze rozdziela¢é mozna to, co jest potgczone [8]; w miozie
rozdzielane sg chromatydy chromosoméw, za$ w pierwszym podziale mejotycziym
rozdzielane sg pary skoniugowanych, homologicznych chromosomdw potaczoiych
chiazmami.

Chromosom sktada sie z dwu siostrzanych chromatyd, ktérych zespolenie (kre-
$lane jest jako kohezja siostrzanych chromatyd [8,7]. Strukturalnie odrebne mitjsce
chromosomu zwane centromerem zawiera i realizuje informacje dla wytworzenia
siostrzanych kinetochoréw oraz centromerowej kohezji chromatyd, ktéra rézn sie
od kohezji pozacentromerowej [72]; para siostrzanych centromerdw jest kohezyjnie
zespolona az do anafazy (w przypadku mejozy pozostaje zespolona az do anaazy
I). Kinetochor jest blaszkowatym kompleksem DNA i wielu biatek [9,10,4780].
Odgrywa szczeg6lng role w ruchach chromosoméw i ich rozdzielaniu. W mit>zie,
siostrzane chromatydy majg oddzielne kinetochory, tworzgce pare rozdzielaig w
anafazie. W mejozie I, kinetochory siostrzanych chromatyd sa tak $cisle zespoone
w centromerze, ze stanowig funkcjonalng jednostke. Dwie takie jednostki v bi-
walencie stanowig pare, ktéra ulega rozdzielaniu w pierwszym podziale.

Rozdzielanie chromosomdw dokonuje sie we wrzecionie mitotycznym [971].
Sk¥ada sie ono zwykle z dwu polarnych uktadéw mikrotubul pograzonych w macerzy
wrzeciona [39]. Termin mikrotubula bedzie skracany do MT, przy czym ten sam
skrot bedzie stosowany zaréwno do liczby pojedynczej, jak i mnogiej.

Pojedynczy polarny uklad MT wrzeciona, zwany rowniez potéwka wrzeaona
(nie w znaczeniu potocznym) skiada sie z MT skierowanych koficami mini* do
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bieguna wrzeciona (rys. 1), ktére jest organizowane nie
tylko przez centrosomy, ale i dodatkowe biatka [21,
28].

Typowe wrzeciono jest dwubiegunowe (bipolarne)
i sktada sie z dwu potéwek. Eksperymentalnie mozna
jednak otrzymac wrzeciona, w ktérych wystepuje albo
tylko jedna potdwka (monopolarne), albo wiecej jak
dwie potowki.

Wyr6zniamy MT kinetochorowe (KMT) z koAcami
plus zaczepionymi w kinetochorach i MT niekineto-
chorowe. Kinetochor zwykle jest dostatecznie duzy, aby
mac przytaczy¢ wiele MT, ktore facznie tworza tak zwa-
ne wtokno kinetochorowe (u Saccharomyces cerevisiae
jednak przytacza tylko jedng MT). Ws$rdd niekineto- RYSUNEK 1 Schemat ilustru-
chorowych MT wyrézniamy dwie grupy: MT wnikajace Jacy orientacje mikrotubul we
miedzy podobne MT drugiej potowki o przeciwnej po- wrzecionie mitotycznym; kofce

L . e ) ) ) ~ minus mikrotubul znajduja si¢

larnosci i taczace sie z nimi dynamicznie specjalnymi na biegunach wrzeciona
biatkami oraz MT z wolnymi koncami zwykle nie sie-
gajagcymi dalej niz do réwnika wrzeciona. Pierwszg gru-
pe bedziemy okreslali jako MT zachodzace antyrownolegtymi koricami (interdigi-
tating MT), drugg - jako MT biegunowe (polar MT). W przypadku wrzeciona
z centrosomami istniejg jeszcze MT astralne odchodzace na zewngtrz wrzeciona
i wnikajgce w korowg warstwe cytoplazmy. (W réznych pracach stosowane sg

RYSUNEK 2. Schematy ilustrujace bipolarne (b) i monopolarne (m) potaczenia kinetochoréw w mitozie
(A) i mejozie (B)
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rézne terminy na oznaczenie réznych MT wrzeciona; ,,przettumaczono”je na terminy
podane powyzej).

Jezeli jeden z kinetochorow danej pary jest polagczony za posrednictwem kMT
z jednym biegunem wrzeciona, za$ drugi kinetochor z drugim biegunem, mdéwimy
o bipolarnym potaczeniu lub orientacji. Jezeli para kinetochorow potgczona jest
tylko z jednym biegunem (oba kinetochory sg potaczone z tym samym biegunem
lub jeden w ogole nie potgczony), méwimy o monopolamym potgczeniu lub orien-
tacji (rys. 2).

Przej$cie z metafazy do anafazy podlega jednemu z punktdéw kontrolnych cyklu
komorkowego [24].

Anafaza ma dwa stadia, ktére moga zachodzi¢ na siebie: stadium A (anafaza
A) - gdy chromosomy poruszajg sie do biegunéw i stadium B (anafaza B) - gdy
bieguny oddalajg sie od siebie (wrzeciono ulega wydtuzeniu).

MITOTYCZNE RUCHY CHROMOSOMOW

Ruch kinetochoru moze odbywa¢ sie albo w kierunku do bieguna, ku ktéremu
jest zwrécony lub z nim powigzany za posrednictwem KMT, albo w kierunku od
takiego bieguna. Kierujac sie uznang szeroko terminologig, pierwszy bedziemy na-
zywali ruchem P (od poleward), drugi za$ ruchem AP (od away from the pole).
Mdéwi sie réwniez o stanach P i AP kinetochoru ze wzgledu na ruch, ktory aktualnie
wykonuje.

W pdbznej profazie i prometafazie, dany kinetochor wykazuje na przemian ruchy
AP i P [68]. Wypadkowa tych mchéw skierowana jest ku ptaszczyznie réwnikowej,
co powoduje, ze kinetochory lokujg sie albo w tej ptaszczyznie (mitoza), albo
symetrycznie wzgledem niej (mejoza I). Ten wypadkowy ruch kinetochoréw do
rébwnika i odpowiadajgce mu skupianie chromosomoéw w ptytke metafazowg to
kongresja.

W anafazie pary kinetochoréw ulegajg rozdzieleniu, a rozdzielone kinetochory
trwajg w mchu P zmierzajgc ku przeciwnym biegunom.

Bezposrednio po przytgczeniu pierwszej MT przez jeden z kinetochoréw sio-
strzanych chromatyd (potgczenie monopolame) nastepuje stosunkowo szybki mch
kinetochom, a tym samym chromosomu, w kiemnku bieguna, do ktérego nalezy
dana MT [3]. Oznaczmy ten kinetochor, jak rowniez wymieniony biegun, literg
a. Kinetochor a jest wtedy zwrdcony do bieguna a, zatem wykonuje mch P (biegun
a moze nie by¢ najblizszym biegunem dla kinetochom a). Dmgi kinetochor, b,
wykonuje wtedy mch AP wzgledem przeciwnego bieguna b, ku ktéremu jest zwré-
cony, ale na razie nie jest z nim pofgczony. Kinetochor a zatrzymuje sie jednak
przed osiggnieciem bieguna a, po czym zaczyna wykonywaé¢ mch AP. Nie osiggajac
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ptaszczyzny réwnikowej wrzeciona, kinetochor znowu zmienia kierunek ruchu. Daje
to w sumie oscylacyjny ruch chromosomu (przy potgczeniu monopolarnym) [73].
Kinetochor b zwrdcony jest w czasie tego ruchu ku biegunowi b. Istnieje wiec
duza szansa przyczepienia MT z tego bieguna. Gdy to nastgpi, chromosom jest
w potaczeniu bipolarnym. Niekoniecznie jednak juz druga MT, przytaczona do
rozwazanego chromosomu, daje takie pofaczenie; moze ona przylaczyé sie do
kinetochoru a zamiast do b albo MT przylaczajaca sie do kinetochoru b moze
naleze¢ do bieguna a.

Kinetochory bipolarnie zorientowanego chromosomu wykazujg réwniez ruchy
oscylacyjne; dany kinetochor wykonuje kolejno ruchy P i AP. Zwykle jest tak,
ze gdy jeden z kinetochoréw danej pary wykonuje ruch P, to drugi wykonuje
ruch AP i na odwrot, czyli oba kinetochory poruszajg sie w tym samym Kierunku
wzgledem laboratoryjnego uktadu odniesienia. W zwigzku z tym powszechnie uwaza
sie, ze ruch AP kinetochoru jest powodowany pocigganiem tego kinetochoru przez
drugi bedacy w ruchu P. Kinetochory siostrzanych chromatyd moga jednak poruszaé
sie rowniez w przeciwnych kierunkach. Bioragc pod uwage ten fakt oraz to, ze
monopolamie potaczone kinetochory moga takze wykonywac oscylacyjne ruchy,
wprowadzono pojecie niestabilnosci kierunkowej kinetochoru [74]. W potaczeniu
bipolarnym, ruch obu kinetochoréw jednej pary w tym samym kierunku stanowi
przejaw synchronizacji tej niestabilnosci; jeden wykonuje ruch P, drugi za$ ruch
AP. Wystepuje wtedy oscylacyjny ruch catego chromosomu. Gdy jednak para Ki-
netochoréw porusza sie w przeciwnych kierunkach, wystepuja zmiany rozciggniecia
kinetochordw icentromeru (w mitozie) albo kinetochoréw i odcinkéw chromosomoéw
do chiazmy (w mejozie), bez zmiany potozenia chromosomu lub biwalentu jako
catosci [74]. Niestabilmos¢ kierunkowa zdaje sie by¢é powszechng wiasciwoscia
kinetochoréw [68]. Wystepuje nie tylko w profazie, ale réwniez w metafazie i
na poczatku anafazy.

Zmiana kierunku ruchu kinetochoru dokonuje sie gwattownie. W komérkach
ptuc traszki zmiana wystepuje co 7 s, zarbwno gdy tylko jeden kinetochor z pary
byt przytaczony do kMT (orientacja monopolama), jak i po osiggnieciu orientacji
bipolarnej [73].

Predkos$¢ ruchéw oscylacyjnych kinetochoru jest wolniejsza niz jego poczatkowy
ruch P po przytaczeniu pierwszej MT (orientacja monopolama), ale szybsza niz
ruchu P w anafazie. Nalezy w zwigzku z tym mie¢ na uwadze, ze w poczatkowym
mchu P kinetochor przyczepiony jest do boku MT, po ktérej sie przesuwa (rys.
3a). Nastepnie, cze$¢ MT wystajgca poza kinetochor ulega depolimeryzacji, a koniec
plusowy MT lokuje sie w kinetochorze (rys. 3b). Od tego momentu ruchowi P
kinetochoru towarzyszy depolimeryzacja KMT, za§ mchowi AP - polimeryzacja
KMT na koncach plus przytaczonych do kinetochoru [33,52]. Prawdopodobnie, pro-
cesy polimeryzacji i depolimeryzacji na kofncach MT tkwigcych w kinetochorach
limitujg predkos¢ mchu kinetochoru niezaleznie od sit, ktére go powodujg. Stad
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RYSUNEK 3. Schematy ilustrujace przytaczenie mikrotubuli do kinetochoru bokiem (A) i koricem (B):

MT - mikrotubula; bm - biatko motoryczne typu dyneiny; k - kinetochor; T - dimery tubuliny. Strzatka

wskazuje kierunek ruchu P (ku biegunowi). Zakropkowana cz¢$¢ MT na rysunku A ulega odrzuceniu, po

czym mikrotubula zmienia potozenie ze stycznego na prostopadte wzgledem kinetochoru, lokujac swdj

plusowy koniec w zagtebieniu miedzy czasteczkami biatka motorycznego. Na rysunku A zagiebienie

ogladane jest z géry, na rysunku B ogladane jest z boku, na przekroju wykonanym wzdtuz linii
kreskowanej na rysunku A

prawdopodobnie mniejsza predkos$¢ ruchow oscylacyjnych niz ruchu poczatkowego,
gdy konca MT w kinetochorze jeszcze nie bylo. Intrygujace jest to, ze w ruchu
oscylacyjnym, predko$é w obu kierunkach, réwniez w stanie orientacji monopolamej
w kinetochorze, jednego dla mchu P, drugiego dla mchu AP (patrz nizej). Wy-
magatoby to jednak generowania jednakowych sit przez oba typy motoréw, co
wydaje sie mato prawdopodobne. Podobna predko$¢ w obu kierunkach wynika
raczej z podobnych szybkosci depolimeryzacji i polimeryzacji KMT ograniczajgcych
predkos¢ niezaleznie od wielko$ci dziatajgcych sit. Oczywiscie, predkos¢ mchow
oscylacyjnych kinetochoréw i chromosomow jest znacznie wieksza niz wypadkowa
predkos¢ kongresji. Predko$¢ mchow chromosomdw u roélin jest og6lnie mniejsza
niz u zwierzat [9], jednak mchy samych kinetochoréw u roélin nie sa dostatecznie
poznane.

W czasie trwania mchow oscylacyjnych liczby MT przytaczonych do kineto-
choréw wzrastajg. Na og6t liczby MT przytaczonych do siostrzanych kinetochoréw
sg rézne, ale wykazuja tendencje do zréwnania sie w poznej metafazie. Poniewaz
kinetochor w oddziatywaniu z przytgczonymi do niego MT genemje site skierowang
ku biegunowi (patrz nizej) i sita ta zalezy od liczby przytgczonych MT [27], jedng
z przyczyn oscylacyjnego mchu pary kinetochoréw moze by¢ zmieniajgca sie roznica
liczb MT przytgczonych do obu kinetochordw jednej pary. Inng przyczng jest fa-
zowos$¢ generowania sity w oddziatywaniu kinetochom z MT (patrz nizej).
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Jak wspomniano, oscylacyjne ruchy par kinetochoréow sg zwykle zsynchronizo-
wane. Stosujac mikrochirurgie laserowag mozna ruchy jednej pary zdesynchronizowac
rozcinajac centromer miedzy kinetochorami [74]. Rozciecie na ogét pozostawia
pewne nitki chromatyny #gczace chromatydy, tak ze kinetochory rozsuwajg sie,
ale chromatydy pozostajg elastycznie potgczone. Okazuje sie, ze desynchronizacja
jest tym dalej posunieta, im stabsze jest potgczenie kinetochoréw jednej pary [74].
Wysunieto w zwigzku z tym hipoteze, ze mechanizm przetgczania stanéw ruchu
dziata na zasadzie kinetochorowego tensometru; przy duzym naprezeniu rozcig-
gajacym kinetochoru wiaczany jest stan AP, za$ przy niskim naprezeniu wigczany
jest stan P [74]. Stan ruchliwosci kinetochoru czy pary kinetochoréw zalezy jednak
od wypadkowej sit dziatajgcych na kinetochor(y), a generowanych w kinetochorach
lub poza nimi.

WIELKOSCI Sl POWODUJACYCH MITOTYCZNE
RUCHY CHROMOSOMOW ORAZ SIt. GENEROWANYCH
W MITOZIE

Sity - par excellence - to temat fizyczny, a zatym niezbedne jest jego ilosciowe
ujecie. Zaczynamy omawianie sit mitotycznych od ich ilosciowej charakterystyki,
cho¢ uwzglednianie takiej charakterystyki bynajmniej nie jest typowe w podejsciu
biologéw komorkowych do tematu sit mitotycznych. Znajomos$¢ jednak charakte-
rystyki ilosciowej, cho¢by bardzo ogdlnej, pozwoli na pominiecie wgitebiania sie
w charakterystyke jakosciowg tych sit, ktére by¢ moze wystepuja, lecz sa bardzo
stabe. To tak jak z ciSnieniem S$wiatta; na pewno istnieje, ale po co zajmowac
sie nim w zwigzku z ruchami na ziemi czy powietrzu, skoro wiadomo, ze sity,
jakie cisnienie $wiatta powoduje, sg do pominiecia w poréwnaniu z sita grawitacji,
wiatru itp.

Site potrzebng do poruszania chromosomu mozna wyznaczy¢ znajac Srednia
lepkos¢ wrzeciona oraz rozmiary i predko$¢ chromosomu. Dla typowego chro-
mosomu poruszajacego sie z predkoscig 6 nm e s-1 sita ta wynosi 0,1-0,5 pN
(piko-niuton) w zaleznos$ci od stopnia kondensacji chromosomu [3,36,54]. Oczy-
wiscie, jest to warto$¢ otrzymana przy zatozeniu, ze chromosom porusza sie swo-
bodnie.

Sity P dziatajace na chromosomy we wczesnej anafazie zmierzyt Nicklas [55].
Dokonat tego przy pomocy wibkna szklanego, ktére zaczepione o chromosom,
bedac elastycznie wygiete, przeciwdziatato jego mchowi. Jednostka wygiecia wtdkna
byta wykalibrowana w jednostkach sity powodujacej wygiecie. Pomiary przepro-
wadzono nachromosomach pierwotnych spermatocytéw konika polnego Melanoplus
sanguinipes w pierwszej potowie anafazy I. Poniewaz predko$é mchu chromosoméw
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byta nieco zmienna w réznych komdrkach (w zakresie od 9 do 15 nm e s-1),
predkos$¢ chromosomu zaczepionego na widknie wyrazano w procentach predkosci
innych chromosoméw tej samej komorki.

Predkos¢ ruchu zaczepionych chromosomow nie ulegata zmianie, dopdki sita
wywierana przez widkno, a przeciwdziatajgca ich ruchom nie osiggneta okoto
100 pN. Oznacza to, ze sita 200-500 razy wieksza niz ta, ktora jest potrzebna,
aby nada¢ swobodnemu chromosomowi predko$¢, z jakg porusza sie w anafazie,
nie zmniejsza predkosci chromosomu; chromosom zachowuje sie jak czotg, ktory
nie zmienia predkosci pokonujac nawet duze przeszkody. Przy dalszym wzroscie
sity predko$¢ gwattownie spadata. Spadek predkosci o 50% wystepowat przy 370
pN (Srednia statystyczna), zatrzymanie chromosomu nastepowato przy 700 pN (wy-
znaczona z ekstrapolacji liniowej regresji na wykresie predkos¢ versus sita). Wedtug
Nicklasa [55] nie jest to granica mozliwosci generowania sily, ale raczej granica
wytrzymatosci szkieletowej wrzeciona. Mianowicie, przy przytozeniu za pomoca
wibkna sity zatrzymujgcej zaczepiony chromosom, predkos¢ innych niezaczepionych
chromosomow ulegata zmniejszeniu, cho¢ przy nizszych sitach zadnego wptywu
witokna na niezaczepione chromosomy nie obserwowano. Mamy wiec nastepujacy
wynik: maksymalna sita, Fmax = 700 pN, generowana w kinetochorze jest ponad
tysiac razy wieksza niz sita potrzebna do mchu chromosomu swobodnego!

Wiadomo (patrz nizej), ze sita, jaka dziata na chromosom w anafazie A, jest
generowana w oddziatywaniu KMT z kinetochorem, czyli Fmax powstaje w takim
oddziatywaniu. Ten rodzaj sity zalezy od liczby przylaczonych MT [28]. Srednia
liczba MT przypadajgca na kinetochor w spermatocytach badanego konika polnego
wynosi 15, maksymalna wiec sita, jaka moze by¢é generowana w oddziatywaniu
zjedng MT, to 47 pN. Nawet ta jednostkowa sita znacznie przewyzsza site potrzebng
do mchu swobodnego chromosomu.

W eksperymencie z wtdknem zatrzymujgcym chromosom, sita byta generowana
jakby po to, aby pokona¢ przeszkode, ktdrg stanowito widkno. Eksperyment taki
wskazuje, ze we wrzecionie moga by¢ generowane stosunkowo bardzo duze sity,
nie dowodzi jednak, ze w normalnym mchu anafazowym takie sity sa generowane.
Moze sie nawet wydawaé, ze tych duzych sit nie ma, bo chromosom porusza
sie z predkoscig, ktéra odpowiada znacznie mniejszej sile. Zauwazmy jednak, ze
po pierwsze, chromosomy nie sg swobodne (stan taki uzyskuja dopiero w zaawan-
sowanej anafazie): w pro- i metafazie para kinetochordw jest potgczona (chiazmami
w mejozie |, kohezjg centromerowg w mitozie), a réwniez na poczatku anafazy
kinetochory siostrzanych lub homologicznych chromosoméw nie sg swobodne, po-
ruszajg sie w przeciwnych kierunkach pokonujac opory wynikajagce z zaplecienia
ramion siostrzanych czy homologicznych chromosoméw. Po drugie, predkos¢ ruchu
chromosomoéw moze nie pozostawaé¢ w zadnej prostej relacji do wielkosci sit ge-
nerowanych w mitozie czy mejozie; duze sity generowane w parze kinetochorow
w przeciwnych kierunkach mogg by¢ réwne co do wielkosci i wtedy nie ma zadnej
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wypadkowej sity zdolnej powodowac ruch takiej pary. Wystarczg jednak mate wa-
hania tych sit, aby wystapit ruch oscylacyjny, wystarczy dodanie niewielkiej do-
datkowej sity do pary wzajemnie znoszacych sie duzych sit, aby wystapit uchwytny
ruch.

Mamy obecnie dobre podstawy empiryczne (patrz nizej), aby twierdzi¢, ze ge-
nerowanie w kinetochorach tak duzych sit, jak Fmax w eksperymencie z widknem
przytozonym do chromosomu, wystepuje réwniez w normalnej mitozie czy mejozie.
Dzieje sie to niewatpliwie w zwigzku z naturalnymi przeszkodami ruchu kineto-
choréw (kohezja, chiazmy). Istniejg réwniez dobre podstawy dla przyjecia pogladu,
ze Fmax w tej wysokosci, jaka zostata wyznaczona na poczatku anafazy, moze

RYSUNEK 4. Schematy ilustrujace eksperymenty Khodiakova i wsp. [38]: A - chromosom metafazowy;
B - kinetochory zaczynaja sie rozchodzi¢, a eksperymentator dziata wigzka Swiatta laserowego biegnaca
w kierunku strzatki; C - bezposrednio po przecieciu, w ktérym utworzyt sie maty jednokinetochorowy
fragment chromosomowy; D - po odtworzeniu bipolarnego pofaczenia przez jednokinetochorowy frag-
ment; E - uktad mikrotubul przytaczonych do kinetochoru jednokinetochorowego fragmentu
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by¢ generowana rowniez w metafazie, a nawet w koncowej fazie profazy, gdy
kinetochor przytgczyt peten komplet mikrotubul [56]. Wymowne w tym wzledzie
sgq badania Khodiakova [38], w ktdérych zastosowano mikrochirurgie laserowa do
ciecia miedzy dwoma kinetochorami w bipolarnie zorientowanych chromosomach.
Wybierano odpowiednio zorientowany (wzgledem ukadu laserowego) chromosom
metafazowy i gdy zaczynato sie rozchodzenie kinetochoréw, przepuszczano miedzy
nimi wigzke Swiatta laserowego tak, ze otrzymywano dwa fragmenty chromosomowe,
kazdy z pojedynczym nieuszkodzonym kinetochorem (rys. 4). Mozna byto w ten
spos6b otrzymac fragment zawierajagcy niewiele materiatu chromosowego, ale caty
kinetochor. Poczatkowo taki kinetochor byt w potgczeniu monopolamym szybko
jednak odtgczat MT, co powodowato opdZznienie anafazy w komdrce (o czym bedzie
mowa ponizej), a nastepnie przytagczat na nowo MT, zachowujac sie jak nienaruszona
para kinetochoréw w profazie i prometafazie. Ostatecznie ustawiat sie w ptasz-
czyznie réwnikowej. Tréjwymiarowa tomograficzna (elektronowo-mikroskopowa)
analiza jedno-kinetochorowych fragmentow wykazata, ze kinetochor przyczepiony
byt do MT z obu biegunéw w dwu oddzielnych polach (rys. 4 E), przy czym
kinetochor byt silnie rozciggniety i odksztatcony, jakby w poczatkowej fazie roz-
rywania. Komorka przechodzita do anafazy, w ktérej nienaruszone chromosomy
rozdzielaty sie na dwa chromosomy przesuwajace sie do biegunéw, natomiast jed-
no-kinetochorowe fragmenty pozostawaty naciggniete w ptaszczyznie rownikowej
albo ulegaty przeciggnieciu do jednego z biegunéw. Oznacza to, ze na poczatku
anafazy nie tyle wzrasta sita ciagnaca kinetochory normalnych chromosoméw do
biegundw, ile nastepuje zwolnienie kohezji miedzy siostrzanymi (homologicznymi)
kinetochorami; duza sita jest generowana juz wczesniej.

CHARAKTERYSTYKA JAKOSCIOWA SIt
GENEROWANYCH W KINETOCHORACH

Istniejag dwa poglady na to, co sie dzieje w kinetochorach w czasie ruchéw
mitotycznych:

(a) kinetochor jest pociggany przez przesuwajace sie widkno kinetochorowe
(patrz nizej);

(b) w kinetochorze generowane sg sity przesuwajace go po kMT.

Nicklas [57] wykazat jednak w eleganckim eksperymencie, polegajagcym na od-
cieciu przybiegunowej czesci wrzeciona, ze sity powodujace ruch P chromosomoéw
generowane sg w kinetochorach.

Badania Hymana i Mitchisona [31,32] nad kinetochorami izolowanych chro-
mosomoéw wskazaty, ze moga one przytacza¢é MT i powodowaé ich przesuwanie
sie¢ zarbwno w kierunku kofAcow minus, jak i koncow plus. (Kierunek ruchu jest
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wzgledny, a w przypadku omawianego eksperymentu izolowane chromosomy nie
mogly sie porusza¢. Bedziemy go jednak zawsze okresla¢ tak, jakby to kinetochor
poruszat sie wzgledem MT). W kinetochorach izolowanych chromosomoéw dziatato
wiec zaréwno biatko motoryczne generujace site w kierunku kofica minusowego
MT (minusowy motor), jak w Kierunku konica plus (plusowy motor). Predkosé
ruchu w kierunku konca minus byta wieksza niz w kierunku plus, ale tylko na
poczatku przytgczania MT do kinetochom. Hyman i Mitchison [31,32] wysuneli
poglad, ze minusowy motor, ktéry zaczyna dziata¢ po przytgczeniu pierwszej MT
do kinetochom, zostaje czeSciowo wylgczany wraz z przytgczaniem nastepnych
MT. Zmniejszenie predkosci wynika jednak prawdopodobnie z tego, ze po ulo-
kowaniu koncow MT w kinetochorze, mchowi kinetochom musi towarzyszy¢ depo-
limeryzacja MT.

Charakterystyka wrazliwosci kinetochoréw izolowanych chromosoméw na ana-
logi ATP wskazuje, ze w generowaniu sity w kiemnku minus bierze udziat dyneina
[31]. Wystepowanie dyneiny w obrebie wrzeciona byto znane od dawna [49]. Badania
immunologiczne z zastosowaniem mikroskopu elektronowego wykazaty, ze dyneina
(cytoplazmatyczna forma) istotnie wystepuje we widknistej koronie kinetochom
[64,79].

Naturalnym kandydatem na motor plusowy jest kinezyna. Jej ciezki tancuch,
przy koncu NH2, ma domene motoryczng zawierajacg miejsce wigzania ATP i
MT. Klasyczng kinezyne wyizolowano z muszki owocowej. Istniejg biatka wy-
kazujgce wysoki stopieri homologii do tej kinezyny w obrebie domeny motorycznej
i niski poza nig; sg to biatka kinezyno-podobne. ROznig sie¢ miedzy sobg w szcze-
gdlnosci ,,ogonami”, ktore okreslajg specyfike przytaczania sie do réznych organeli.
Cho¢ badania wskazujg na wystepowanie kinezyno-podobnych biatek w centro-
merach [77,79, 82,83], tojednak obecnie wydaje sig, ze biatka te raczej zabezpieczaja
plusowe konnice MT w kinetochorze, niz funkcjonujg tam jako motor [15] typu
kinezyny, ktéry przesuwa sie po powierzchni MT. Przynajmniej jedno z kinezy-
no-podobnych biatek kinetochorowych, CENP-E moze funkcjonowac jako staby
motor depolimeryzujacy MT na plusowym konhcu [44, 83]. Nie ulega natomiast
watpliwosci, ze kinezyno-podobne biatka petnig zwyktg funkcje motoryczna poza
kinetochorami we wrzecionie ijego sasiedztwie, bioragc udziat w mchach réznych
organelli w czasie mitozy, a w szczeg6lnosci mitochondriéow. Prawdopodobnie wy-
stepuja na powierzchni ramion chromosomoéw, o czym bedzie mowa ponizej.

Badania nad mchami kinetochorow w komorkach wskazuja, ze istniejg dwa
stany kinetochom ze wzgledu na generowanie sity. W jednym z nich kinetochor
genemje site skierowang ku minusowemu koncowi KMT. Prawdopodobnie w tym
stanie czynne jest biatko motoryczne typu dyneiny, jest to wiec stan generowania
sity P [37]. Charakterystyka dmgiego stanu, w ktérym kinetochor wykazuje zwykle
mch AP, nie jest ostatecznie wyjasniona. Wedtug niektérych badaczy [73,74] w
mchu AP generowana jest sita skierowana ku kofAcowi plus z udziatem biatka
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kinezyno-podobnego. Jest to najprostsze wyjasnienie fazy AP w ruchu oscylacyjiym
kinetochoru w orientacji monopolamej. Istnieje jednak mozliwo$é, ze ruch AP w
tej orientacji jest powodowany przez site generowang poza danym kinetochtrem
(patrz nizej). Istotnie, badania Khodiakova i Riedera [37] wskazujg, ze w przypadku
bipolarnej orientacji pary kinetochoréw, kinetochor oddalajacy sie od swego biejuna
nie generuje w tym czasie sity AP. Badania te, z zastosowaniem wideo-mikrostopii
i laserowej mikrochirurgii, polegaty na rozcinaniu centromeru w czasie jego nchu
ku jednemu z biegunéw. Kinetochor zwrdcony do tego bieguna kontynuowat uch,
czyli w momencie rozcinania byt w stanie generowania sity P, drugi za$, ktéego
ruch wzgledem drugiego bieguna byt typu AP, przestawat sie poruszaé lub zaczynat
sie porusza¢ w Kierunku swego bieguna, co oznacza, ze wczesniej byt on ciagiiety
przez siostrzany kinetochor. Jezeli sg tylko dwa stany kinetochoru ze wzgledi na
generowanie sity, to jeden z tych standw jest stanem P, za$ drugi jest staiem
neutralnym. Kinetochor w stanie neutralnym moze sie porusza¢ pod dziataiiem
sity z zewnatrz; jest to albo sita generowana przez drugi kinetochor danej jary
bedacy w stanie generowania sity P, albo sita odpychania biegunowego dziatagca
na ramiona chromosomu w kierunku ku réwnikowi (patrz nizej).

CHARAKTERYSTYKA JAKOSCIOWA Slt. GENEROWANYCH
WE WRZECIONIE POZA KINETOCHORAMI

Sity w hipotezie witdkien ciggngcych

Szeroko rozpowszechniona hipoteza witékien ciggnacych chromosomy (tra tion
fiber hypothesis) [63,19] przedstawiata ruchy chromosomoéw w podziale jadra jako
wynik dziatania sit generowanych w MT, ale poza kinetochorami [56]. Podstavowa
role miato odgrywa¢ pocigganie chromosomow przez widkna kinetochorowe Sita
generowana przez wiokno kinetochorowe miata by¢ proporcjonalna dojego dugjsci.
Powstaty rézne koncepcje generowania takiej sity: depolimeryzacja wzdtuz MT
[34], rozciagnieta elastycznie otoczka wiékna [65], generowanie sity wzdtuz wbkna
przez aktyno-miozyne [18], wystepowanie na powierzchni widkna czasteczek mo-
torycznych przesuwajgcych wiokno wzgledem macierzy [70] lub wzgledem bie-
gunowych MT [26,51]. Para kinetochordw asymetrycznie rozmieszczona w proazie
miata by¢ ciggnieta do ptaszczyzny réwnikowej wrzeciona przez dtuzsze, a wiec
silniejsze wiokno po stronie dalszego bieguna. Ruch w anafazie A miat by¢é wynkiem
ciggniecia rozdzielonych kinetochoréw do biegunéw, co w przypadku mitozy niato
nastepowaé po zwolnieniu centromerowej kohezji miedzy siostrzanymi chnma-
tydami. Cho¢ teoretycznie depolimeryzacja MT moze stanowi¢ motor dla nchu
kinetochoru, wykorzystujac energie hydrolizy GTP zmagazynowana w MT, towia-
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domo obecnie, ze nie jest to istotne zrodio sity napedzajacej ruchy chromosomow.
Wydaje sie roéwniez, ze uktad aktyno-miozynowy i oddziatywanie widkien kine-
tochorowych z macierzg lub z MT niekinetochorowymi nie odgrywa wiekszej roli
w generowaniu sit mitotycznych, cho¢ czynniki te mogg mie¢ duze znaczenie dla
funcjonowania wrzeciona, a rola ich moze wzrasta¢ w szczegblnych eksperymen-
talnych warunkach. Najwieksza sita mitotyczna jest generowana w kinetochorze
jako sita P.

Sity wypychania biegunowego

Istnieje wiele posrednich dowoddéw na to, ze chromosomy we wrzecionie doznajg
dziatania sit w kierunku od najblizszego bieguna, czyli sit AP generowanych poza
kinetochorami [9,68].

Chromosomy w monopolarnym wrzecionie majg ramiona zwrocone od bieguna
[6]. Bezkinetochorowe fragmenty chromosoméw, otrzymywane za pomocg mikro-
chirurgii z uzyciem wigzki laserowej, poruszajg sie w kierunku od najblizszego
bieguna do réwnika z predkoscig okoto 2 pm e min-1 [67]. Male fragmenty za-
wierajgce kinetochory zachowujg sie natomiast jak normalne chromosomy. Po przy-
faczeniu pierwszej MT poruszaja sie w kierunku do bieguna az do osiggniecia
pewnej minimalnej odlegtosci od niego. Odlegtos¢ tajest tym mniejsza, im mniejsza
jest powierzchnia rzutu fragmentu na plaszczyne prostopadty do osi wrzeciona.
Poniewaz ruch w kierunku do bieguna powodowany jest dziataniem sity P ge-
nerowanej z udziatem kinetochoru, minimalna odlegto$¢ fragmentu od bieguna
jest tg odlegtoscia, przy ktorej sita skierowana do bieguna réwnowazy sie z sitami
dziatajagcymi w przeciwnym kierunku. Wynika stad, ze te ostatnie sity wzrastajg
ze zmniejszaniem sie odlegto$ci od bieguna, a rdwniez wzrastajg z rozmiarem rzutu
powierzchni fragmentu prostopadle do MT wrzeciona [67]. Sity takie nazywamy
sitami wypychania biegunowego {polar ejection forces) (artykuly przegladowe
[66,68]). Liczba mnoga pochodzi prawdopodobnie stad, ze wypychanie zachodzi
nie w jednym punkcie chromosomu, ale na catej jego powierzchni z wyjatkiem
kinetochoru.

Wielko$¢ omawianych sitjest skorelowana z gestoscig MT biegunowych w danym
miejscu wrzeciona [5] i spada do zera, gdy komorka poddana jest dziataniu trucizn
powodujacych depolimeryzacje MT (colcemid, nocodazol) lub stabilizacje MT (ta-
xol). Zrodtem sit wypychania biegunowego moze wiec by¢ nacisk rosnacych MT.
Istniejg jednak podstawy do tego, aby bra¢ pod uwage mozliwo$é, ze kinezyno-
podobne biatka, przyczepione do powierzchni ramion chromosomow, oddziatujac
z MT niekinetochorowymi, generujg sity skierowane ku dodatnim koAcom MT
[76].

Chromosomy osiggaja metafazowy uktad réwniez w monopolamych wrzecionach
[40]. Najlepiej uzasadniony poglad ttumaczacy zachowanie sie chromosomow w



416 Z. HEJNOWICZ

monopolamym wrzecionie oparty jest na zasadzie przeciwstawnego dziatania sit
wypychania biegunowego oraz sity P dziatajacej na kinetochor [67]. Nalezy jednak
mie¢ na uwadze to, ze sita P w monopolamym wrzecionie moze osigga¢ tylko
nieznaczng wielko$¢, w zwigzku z czym w bilansie wypadkowej sity wptywajacej
na ruch chromosomoéw liczg sie nawet bardzo mate sity AP. Z badan nad mono-
polamymi wrzecionami zarodka jezowca, w ktoérych zastosowano nocodazol jako
czynnik powodujgcy depolimeryzacje niekinetochorowych MT wynika, ze sity wy-
pychania biegunowego generowane przez nacisk rosngcych niekinetochorowych
MT nie odgrywaja roli dla potozenia chromosoméw w metafazie. Natomiast taxol
oraz D02-czynniki stymulujace polimeryzacje tubuliny - powodowaty zwiekszenie
odlegtosci phytki metafazowej od bieguna [35]. Wskazuje to, ze w monopolamym
wrzecionie sita generowana w zwigzku z polimeryzacjg tubuliny na koticach plus
kMT ma znaczenie dla ruchu AP kinetochoru. Zapewne jest to bardzo staba sifa,
moze ona jednak odgrywac¢ role w mchach chromosoméw, gdy brak duzych sit
przeciwnie skierowanych, jakie wystepuja w bipolarnie potgczonej parze kineto-
chorow.

Sity rozsuwajagce bieguny wrzeciona

W poprzedniej czesci wskazano, ze sity generowane w parze kinetochoréw z
udziatem KMT w kiemnku ich koAcow ujemnych moga osigga¢ stosunkowo duzag
wielko$¢. Sity te, gdy dziatajg, muszg przenosi¢ sie poprzez KMT na bieguny wrze-
ciona (prawo reakcji) usitujgc zblizy¢ je do siebie [21]. Istotnie, od dawna wiadomo
byto o istnieniu sit dziatajacych na bieguny do wewnatrz wrzeciona, na tej podstawie,
ze wrzeciono ulegato skracaniu sie, gdy MT przyfaczatly sie do kinetochorow. Sity
te muszag by¢ kompensowane przez sity dziatajagce na bieguny w kiemnku prze-
ciwnym.

Dane eksperymentalne wskazujg na istnienie dwu mechanizméw rozsuwania
biegunéw uformowanego wrzeciona: rozpychanie [29] i ciggniecie biegundw [1].

Jeden z pierwszych dowoddw na dziatanie sit ciggnacych bieguny w anafazie
B pochodzi z obserwacji, ze u Fusarium szybko$¢ rozsuwania biegunéw wzrasta,
gdy uszkadza sie centralng cze$¢ wrzeciona za pomocg mikrochimrgii laserowej
[1]. Podobne wyniki uzyskano w doswiadczeniach nad komoérkami ssakéw [2].
W komorkach ptuca traszki, w hodowli in vitro, bieguny wrzeciona kontynuujg
rozsuwanie sie, gdy ich niekinetochorowe MT juz nie zachodzg antyrownolegtymi
koncami [78]. Sity ciggnace bieguny, a generowane z udzialem MT, kinezyny i
dyneiny (i podobnych im biatek) odgrywajg podstawowg role w orientacji wrzeciona
mitotycznego [76], a tym samym w orientacji podziatéw komdrkowych.

Na istnienie sit rozpychajacych bieguny wskazujg eksperymenty z izolowanymi
wrzecionami okrzemek i drozdzy, w ktorych udato sie reaktywowac¢ wydtuzanie,
mimo ze nie bytoMT astralnych [13,46]. W generowaniu sit rozpychajacych bieguny
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wazng role odgrywajag MT zachodzace antyréwnolegle miedzy siebie. Swiadczy
o tym dobitnie znany eksperyment Leslie i Pickett-Heapsa [41] na wrzecionach
okrzemki, gdzie kinetochorowe iniekinetochorowe MT sg przestrzennie rozdzielone;
naswietlenie strefy zajetej przez MT niekinetochorowe wigzka Swiatta ultrafiole-
towego powodowalo zapadanie sie wrzeciona.

Trojwymiarowe rekonstrukcje wrzeciona na podstawie badan elektronowo-mi-
kroskopowych drozdzy [16], komdrek PTK [45] i okrzemek [50] pokazuja, ze
w czasie oddalania sie biegundéw w anafazie B skréceniu ulega region zachodzenia
pomiedzy siebie MT niekinetochorowych. Interpretowane jest to jako skutek dzia-
fania sit generowanych w tym regionie z udziatem biatka motorycznego typu ki-
nezyny. Biatka takie poznano na podstawie badan mutantéw. Ogon takiego biatka
przyczepia sie do MT, za§ motoryczna ,,gtowa” oddziatujac z przeciwnie skierowang
MT powoduje przesuwanie sie koricéw dodatnich ku sobie [20].

CZEMU StUZY GENEROWANIE DUZYCH SIL
W KINETOCHORACH; NAPREZENIA MECHANICZNE
WYWOLYWANE TYMI SILAMI

Generowanie duzych sit we wczesnej anafazie moze by¢ uzasadnione na podstawie
mechanizmu rozdzielania zaplecionych chromatyd. Do rozdzieleniatakich chromatyd
konieczne jest przerwanie jednej z podwdjnej helis DNA, a nastepnie potgczenie
nowoutworzonych koncow. Taki proces umozliwia topoizomeraza DNA typu Il
(topo II) [44,30] we wczesnej anafazie, gdy siostrzane chromatydy (stajace sie
chromosomami) sg przesuwane do przeciwnych biegunéw wrzeciona. Zachodzi
wtedy sprzezenie dziatalno$ci topo Il i ruchéw chromosomow, w ktérym:

(a) lokalna predko$¢ ,,przenikania” helis z udziatem topo Il powinna by¢ nie
mniejsza niz predko$¢ przesuwania sie jednej chromatydy wzgledem drugiej w
anafazie, bowiem sita Fmax, ktora przewyzsza site zdolng rozerwac podwaojng helise,
powodowataby mechaniczne rozrywanie DNA, gdyby topo Il nie nadgzata w li-
kwidacji naprezenia w helisach [17];

(b) sita potrzebna do rozdzielenia dwu chromatyd z udziatem topo Il, réwna
iloczynowi liczby zaplecen i sity potrzebnej do likwidacji pojedyinczego zaplecenia,
jest bliska F,,,ax [36].

Zapewne jest wiele racji w takim uzasadnieniu generowania duzych sit przez
kinetochory, ale, wydaje sie, ze nie jest to petne wyjasnienie.

Jak juz wspomniano, istniejg bezposrednie dowody eksperymentalne na to, ze
réwnie duze sity, jak Fmax zmierzone na poczatku anafazy, generowane sg rowniez
wczesniej w mitozie, gdy nie dochodzi jeszcze do likwidacji zaplecenia podwdjnych
helis DNA. Mamy aktualnie dobre eksperymentalne podstawy do twierdzenia, ze
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te duze sity generowane przez kinetochory, a przeciwnie skierowane petnig inne
jeszcze funkcje niz tylko likwidowanie zaplecenia helis DNA z udzialem topo
I, wywotujg naprezenie rozciggajace w parach kinetochoréw i w wiezach taczacych
te pary, ktére zmienia chemizm kinetochoréw.

Jezeli tak duze sity jak Fmax dziatajg na siostrzane (wzglednie homologiczne)
kinetochory w kierunkach P, a kinetochory sg ze sobag potgczone, to przeciwnie
skierowane sity ulegajg kompensacji powodujac powstanie naprezania rozciagaja-
cego w kinetochorach i wibknach kinetochorowych. Wiemy, ze az do anafazy,
kinetochory potaczone sg kohezyjnie w centromerze, za$ po zaniku kohezji, istnieje
jeszcze przez jaki$ czas w anafazie potgczenie zaplecionymi ramionami chromatyd.
Motory kinetochorowe dziatajg na podobienstwo czotgdw poruszajacych sie w prze-
ciwnych kierunkach, ale zaczepionych miedzy soba. Nicklas i Koch [59] jako pierwsi
zaczeli badaé naprezenie rozciggajgce we wrzecionie mitotycznym i jego role w
rozdzielaniu chromosomow.

Wyr6zniamy naprezenia normalne, wywolywane przez sity prostopadte do roz-
wazanej powierzchni, i naprezenia $cinajace, w ktorych sity sg styczne. Dalsze
rozwazania dotyczy¢ bedg wytgcznie naprezen normalnych. Sg dwa rodzaje tych
naprezen: rozciggajace i sciskajgce. Sity wywotujagce naprezenie przedstawiamy
jako dwie sity réwne co do wielkosci, ale skierowane przeciwnie od siebie - w
przypadku naprezenia rozciggajacego - lub do siebie - w przypadku naprezenia

Sciskajacego (rys. 5). Jezeli jedng
z sit potraktujemy jako site re-
akcji, to druga sita jest sitg roz-
ciggajaca albo Sciskajaca. Jezeli
na ciato swobodne, znajdujgce sie
w osrodku lepkim, dziatajg dwie
sity przeciwnie skierowane, ale
przytozone do dwu punktow ciata
tak, ze nie lezg na jednej linii,
to ciato najpierw doznaje obrotu,
dopoki sity nie znajda sie najed-
nej linii, a nastepnie pojawia sie
naprezenie rozciggajace lub Sci-
skajace. Jezeli te dwie sity nie sg
réwne co do wielko$ci, to sita na-
prezenia réwna jest mniejszej z
dwu sit, zas réznica okresla pred-
RYSUNEK 5. Schemat ilustrujacy sity wywotujace napre- KOSC ruchu ciata w osrodku (rys.
zenia: a - sily Sciskajace, b - sily rozciagajace, c - sity
dziatajgce na pare kinetochoréw, z podziatem na sity rozcia-

gajace (ci) i powodujage ruch (2) Niemal zawsze na chromosom

wzglednie biwalent dziatajg sity
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mitotyczne skierowane w przeciwnych kierunkach. Przede wszystkim sg to sto-
sunkowo duze sity P generowane w kinetochorach wywotujgce w bipolarnie zo-
rientowanej parze kinetochoréw naprezenie rozciggajace. Gros tych sit kompensuje
sie tworzac naprezenie rozciggajgce w kinetochorach, a tylko mata cze$é, réwna
réznicy wielkosci sit, niekiedy zero, porusza pare kinetochoréw. Na ruch takiej
pary moga mie¢ wptyw dodatkowe stabe sity, takie jak sity wypychania biegunowego,
ktére wzajemnie kompensujg sie tylko w poblizu ptaszczyzny réwnikowej. W bi-
polarnej orientacji, maksimum naprezenia w kinetochorach wystapi wtedy, gdy
zostanie przytgczona petna liczba mikrotubul; jest to stan charakteryzujgcy metafaze
albo wczesng anafaze.

W monopolamej orientacji, przeciwnie skierowane sity nie moga osiagna¢ zna-
cznych wielkosci, bowiem jedna z sit - sita wypychania biegunowego - jest sto-
sunkowo staba. Gdy w profazie jeden kinetochor przytgczy pierwszg mikrotubule
i chromosom zaczyna przesuwac sie ku biegunowi, dziata rowniez przeciwnie skie-
rowana sita wypychania polarnego. Poniewaz wypadkowa sit wypychania na ogét
przytozonajest do punktu poza kinetochorem, chromosom doznaje najpierw obrotu.
Sita rozciggania jest réwna sile wypychania biegunowego, gdy monopolamie przy-
taczony chromosom porusza sie ku biegunowi (sita wypychaniajest wtedy tg mniejszg
sitg okreslajaca naprezenie), albo jest rowna sile P, gdy chromosom porusza sie
ku réwnikowi. Nie wiemy jednak, jak wielka jest sita P w monopolamej orientacji
w profazie z udziatem jednej MT w kinetochorze. Prawdopodobnie jest mniejsza
niz Fmax przypadajgca na jedng MT na poczatku anafazy.

KINETOCHORY SA WRAZLIWE NA NAPREZENIE,
A ICH NAPREZENIE KONTROLUJE METAFAZOWY
PUNKT KONTROLNY CYKLU KOMORKOWEGO

Od dawna wiadomo, ze przejscie od metafazy do anafazy nastepuje wtedy, gdy
wszystkie pary kinetochordw sg przytgczone bipolarnie, co normalnie wyraza sie
symetrycznym uktadem par wzgledem ptaszczyzny réwnikowej [11,81]. Nawet po-
jedynczy chromosom opoznia anafaze tak dtugo, jak diugo jest przytaczony do
jednego tylko bieguna [69,75]. Istnieje punkt kontrolny cyklu mitotycznego blokujacy
przejécie do anafazy, zwany spindle assembly checkpoint [53] albo chromosome
distribution checkpoint [43]. W niniejszym artykule bedzie on nazywany meta-
fazowym punktem kontrolnym, co jednak nie powinno sugerowac¢, ze jest to jedyny
z punktéw kontrolnych w metafazie. Metafazowy punkt kontrolny blokuje przejscie
do anafazy A, gdy brak wasciwego przytaczenia do wrzeciona, czy lijest aktywowany
negatywnie [22]. Na jakiej zasadzie sprawdzane jest wiasciwe przylgczenie chro-
mosoméw do wrzeciona?
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Zauwazmy najpierw, ze tylko w kinetochorach zorientowanych bipolarnie moga
by¢ generowane duze sity bez szybkich ruchéw. W tej orientacji duze sity powoduja
duze naprezenie rozciggajace w parze kinetochoréw. Natomiast w przypadku mo-
nopolarnej orientacji, duze naprezenie nie moze wystapié. Zatem orientacja Ki-
netochoréw moze by¢ sprawdzana i korygowana na zasadzie naprezenia. Jezeli
wystepuje duze naprezenie (w sytuacji, gdy kinetochory s zdolne generowa¢ duze
sity P), to orientacja jest bipolarna. Jezeli duzego naprezenia nie ma, powinna
nastgpi¢ korekcja orientacji.

Wysunieto hipoteze, ze metafazowy punkt kontrolny sygnalizowany jest ne-
gatywnie przez brak naprezenia w kinetochorach (brak naprezenia —nie ma przejscia
do anafazy) [49,69]. Te hipoteze potwierdzono eksperymentalnie, zastepujac mi-
totyczne sity sita przytozong za pomocg igly sterowanej mikromanipulatorem. Mia-
nowicie, w spermatocytach u modliszki, trzy chromosomy piciowe normalnie
koniugujg tworzac triwalent, w ktorym $rodkowy chromosom Y potgczony jest
z jednym biegunem, a dwa chromosomy X z drugim biegunem. Niekiedy tworzy
sie biwalent i uniwalent (ten ostatni potaczony tylko z jednym biegunem). Taki
uniwalent powoduje znaczne op6znienie przejscia w anafaze. Jednak jezeli uniwalent
zostanie przytrzymany igta, aby wywotaé w nim naprezenie roziggajace, anafaza
nastepuje bez zwiloki; naprezenie sygnalizuje do punktu kontrolnego, ze anafaza
moze sie zaczyna¢ [42]. W jaki sposob?

Kilka rodzajow danych eksperymentalnych wskazuje, ze defosforylacja biatek
kinetochoru ma istotne znaczenie dla metafazowego punktu kontrolnego. Niektére
mutanty grzybow i muszki owocowej z zaburzong aktywnoS$cig fosfatazy chara-
kteryzuja sie zatrzymywaniem cyklu komérkowego w metafazie. Komorki ssakow
wykazujg zaburzenia przebiegu mitozy pod wplywem kwasu okadaiowego, ktory
jest inhibitorem fosfatazy.

Gorbsky i Riketts [23] zidentyfikowali w komérkach ssakéw (kultura Ptkl)
réznice w fosforylacji kinetochoréw, w réznych stadiach kongresji, stosujac prze-
ciwciato 3F3 [14]. Przeciwciato to rozpoznaje pewne biatka kinetochoru (jak réwniez
inne biatka), gdy sg one ufosforylowane. Biatka kinetochorowe przed kongresjg
sg wykrywalne za pomocg 3F3 znakowanego fluorochromem, dajgc wyrazne Swie-
cenie w mikroskopie fluorescencyjnym. Natomiast kKinetochory, ktore zakonczyty
kongresje, nie wiazg przeciwciata. Jednak kinetochory chromosoméw ,,zagubionych”
w kongresji (powodujacych przedtuzanie metafazy) wigzg przeciwciato. Wynika
z tego, ze przed kongresja biatka kinetochorowe sg ufosforylowane, za$ w trakcie
kongresji ulegaja defosforylacji [23].

Chromosomy, ktérych kinetochory siostrzanych chromatyd sg potaczone tylko
z jednym biegunem, dajg reakcje immunochemiczna z 3F3, a zarazem blokuja
przejScie do anafazy. Taki stan trwa, dopdki nie nastapi korekcja orientacji Ki-
netochorow [22]. Jezeli jednak przed korekcjg wstrzykniete zostang do komorki
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przeciwciata 3F3, przejscie do anafazy nie nastapi, z czego wynika, ze biatka ki-
netochoréw, inaktywowane przeciwciatami, tracg zdolno$¢ defosforylacji [12].

Nicklas i wsp. [62] zastosowali mikromanipulacje i immuno-barwienie przy po-
mocy 3F3, aby zbada¢, w jaki sposob przyczepianie kinetochoréw do wrzeciona
wptywa na fosforylacje biatka kinetochorowego. Badania przeprowadzili na sper-
matocytach konika polnego, ktére w czasie pierwszego podziatu mejotycznego wy-
stepuja w grupach po 64 komérek, zachowujacych sie synchronicznie. Mimo ze
synchroniczno$¢ nie jest doskonata, tatwo wykry¢ efekt mikromanipulacji na mani-
pulowanej komarce, poréwnujac te komérke z dostatecznie duzg liczbg komorek
stanowigcych kontrole. Mikromanipulacja polegata na odfaczaniu biwalentu od bie-
gunéw wrzeciona. Poniewaz kinetochory szybko przytaczajg na powrét MT wrze-
ciona, odigczanie byto co jaki$ czas powtarzane. W rezultacie manipulowany
biwalent, mimo ze S$rednio w czasie mégt byé potaczony z jednym albo nawet
z dwoma biegunami nielicznymi MT, pozostawat bez naprezenia. Gdy stan taki
wywotywano na 8,6 min (Srednio) lub krocej, przed wstgpieniem komoérek w anafaze,
zwiloki w anafazie nie byto. Jezeli wywotywano go wczesniej, zwtoka byta bardzo
dtuga. Oznaczato, zebrak przytgczenia musi trwac $rednio 8,6 min, aby powodowany
nim sygnat zadziatat blokujgco na metafazowy punkt kontrolny. Przeprowadzono
réwniez immuno-barwienie kinetochoréw stosujac 3F3 sprzezony z fluorochromem.
Odczepione kinetochory wykazywaty silng fluorescencje wtedy, gdy kinetochory
niemanipulowanych biwalentow juz nie Swiecity. Z wczesniejszych badan [23] wia-
domo byto, ze zanik fluorescencji spowodowany jest defosforylacjg biatek kine-
tochoréw. Aby sprawdzi¢, czy defosforylacja jest odwracalna, odczepiano
chromosomy, ktore osiagnety stan metafazowy (diakineza), a ktérych kinetochory
przed odczepieniem byty defosforylowane (rys. 6 A). Po co najmniej 5 minutach
od odczepienia, a zawsze po 10 minutach nastepowata refosforylacja, czyli me-
tafazowa defosforylacjajest odwracalna (rys. 6 B). Aby zbadaé znaczenie naprezenia
dla defosforylacji, odczepiano od wrzeciona biwalent w momencie, gdy uzyskat
stan metafazowy. Igietka manipulatora przytrzymywano go przez 10 minut tak,
aby oba kinetochory byty blisko jednego bieguna, co powodowato ich przytaczenie
sie do MT z tego bieguna (monopolama orientacja) (rys. 6 C). Nastepnie taki
biwalent wprowadzano w stan naprezenia odciggajac go igtg od bieguna, z ktérym
byt potaczony (rys. 6 D). Po 6 minutach trwania tego stanu nastepowata defosforylacja
biatek kinetochoréw nacigganego biwalentu, podczas gdy w nienacigganych Kki-
netochorach w monopolamej orientacji biatka byty ufosforylowane. Stanowi to bez-
posredni dowdd na to, ze czynnikiem wywolujgcym defosforylacje jest naprezenie
kinetochorow [62].

W spermatocytach konika polnego wystepuje pojedynczy chromosom piciowy
X. Chromosom ten w mejozie-l przytacza sie do jednego tylko bieguna, a wiec
jego kinetochor pozostaje nienaprezony, a mimo to nie hamuje on przej$cia do
anafazy. Okazuje sie, ze biatka kinetochorowe tego chromosomu sg stale defo-
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RYSUNEK 6. Schemat eksperymentu Nicklas i wsp. (62) z mikromanipulacja i barwieniem kinetochoréw
za pomocg 3F3 w spermatocytach konika polnego: A - biwalent tuz przed anafaza, kinetochory nie wiaza
3F3 (ich biatka ulegty defosforylacji), co zaznaczono niewypetnieniem elips symbolizujgcych kinetocho-
ry; B - biwalent odtgczony mikrochirurgicznie od biegunéw wrzeciona, kinetochory wigzg 3F3 (biatka
ponownie ufosforylowane), co zaznaczono wypetnieniem elips symbolizujgcych kinetochory; C - biwa-
lent przysuniety igietkg mikromanipulatora do jednego z biegunéw, tak ze oba kinetochory przylaczaja
mikrotubule z tego bieguna (potaczenie monopolarne); biatka kinetochoru ufosforylowane; D - biwalent
jak w C, ale naciggany igta mikromanipulatora w kierunku od bieguna (strzatka), biatka defosforylowane

sforylowane, nic wiec dziwnego, ze 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 ktérych wiadomo byto z wczesniejszych badan [42], ze metafazowy punkt kontrolny
przej$cia do anafazy jest wrazliwy na naprezenie kinetochoréw. Potwierdzono wnio-
sek, ze naprezenie przytozone igta mikromanipulatora powoduje defosforylacje
biatek kinetochorowych [43,58].

Jak juz wspomniano, w spermatocytach modliszki wystepujg trzy chromosomy
ptciowe 2X + Y. Tworzg one triwalent, w ktorym Y znajduje sie w Srodku i
jest potagczony z jednym biegunem, za$ dwa chromosomy X sg potagczone z drugim
biegunem. U modliszki biatka kinetochoréw z chromosoméw piciowych sg w
profazie ufosforylowane (inaczej niz u konika polnego). W metafazie, w triwalencie
prawidtowo zaczepionym we wrzecionie, kinetochory sg defosforylowane. Niekiedy
jednak zdarza sie, ze jeden z chromosomow X wystepuje jako uniwalent i jego
kinetochor pozostaje ufosforylowany, mimo ze stan pozostatych chromosomoéw jest
normalny dla metafazy. Wtedy przejscie do anafazy jest zablokowane [42]. Takie
przypadki stanowig naturalny eksperyment, w ktdrym brak naprezenia w kine-
tochorze i spowodowany tym brak defosforylacji, stanowi negatywny sygnat dla
metafazowego punktu kontrolnego.
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NAPREZENIE STANOWI CZYNNIK SELEKCJI
DOKONUJACYCH SIE LOSOWO PRZYLACZEN
MIKROTUBUL DO PARY KINETOCHOROW

Przylgczanie MT do kinetochoru jest losowe; nastepuje, gdy MT znajdzie sie
w poblizu kinetochoru [25, 48, 61].

Nicklas i Ward [61] badali przytgczanie biwalentow w spermatocytach konika
polnego stosujgc mikroskopie polaryzacyjng, video z filtrowaniem numerycznym
oraz mikromanipulacje. Biwalent w spermatocytach konika polnego byt odczepiany
od wrzeciona i umieszczany w wybranym miejscu. Kinetochory odczepionego bi-
walentu nie miaty poczatkowo potgczen z MT [60], tworzyty jednak nowe potaczenia.
Jezeli biwalent w ksztalcie litery U (uzyskanym przy pomocy igty manipulatora)
z kinetochorami na koncach U (z chiazmami w czesci $rodkowej) byt umieszczany
w poblizu bieguna, tak aby kinetochory byly do niego zwrdcone, to przytaczat
MT ztegoz bieguna obu kinetochorami (monopolarne potgczenie). Takie przytgczenie
byto nietrwate. Jezeli jednak w monopolamie potagczonym biwalencie wywotano
naprezenie odciggajac biwalent igtg mikromanipulatora od bieguna i naprezenie
to byto symetryczne wzgledem obu kinetochoréw, to monopolarne potaczenie po-
zostawato trwate tak dtugo, jak dtugo biwalent byt naprezony (rys. 7 A). Bezposrednio
po zwolnieniu naprezenia potaczenie byto monopolarne, ale o pewnym czasie jeden
z kinetochoréw byt przylaczony do MT z drugiego bieguna. Oznacza to, ze w
tym czasie musiato nastgpi¢ zwolnienie poprzedniego przyfgczenia i utworzenie
nowego. Jezeli przytozone naprezenie byto silnie asymetryczne (ze wzgledu na
umieszczenie igly i kierunek pociggania, rys. 7 B), to stabo naciggany kinetochor
tracit poprzednie przylgczenie i tworzyt nowe z MT drugiego bieguna jeszcze w
trakcie naprezania, za$ silniej naprezony kinetochor trwat w pierwotnym przy-
faczeniu (rys. 7 C) [4,61]. Nie ulega wiec watpliwosci, ze wystepuje nie tylko
przytaczanie kinetochoréw do MT, ale réwniez proces odwrotny oraz ze naprezenie
stabilizuje przyfaczenie.

Kinetochor nie ma zadnej predyspozycji do MT z ktérego$ z biegunéw. Swiadcza
o tym wspomniane juz badania nad zachowaniem sie fragmentéw chromosomoéw,
z ktorych kazdy ma tylko jeden kinetochor [38]. Taki pojedynczy kinetochor jest
ostatecznie przytgczony do dwu wigzek MT, kazda z innego bieguna, przy czym
konnce MT z obu wigzek nie sg poprzyczepiane do kinetochoru na chybit-trafit,
ale tworzg dwie oddzielne domeny na powierzchni kinetochoru (rys. 4 E) [38].
Trudno wyobrazi¢ sobie, ze te domeny mogly utworzy¢ sie inaczej jak na zasadzie
losowego przytgczania MT z obu biegunéw i odigczania selekcjonowanego na
tej zasadzie, ze przylgczenie zwiekszajgce naprezenie rozciggajgce byto trwalsze.

Jak juz o tym byla mowa, chromosom, ktorego kinetochor przytgczy w profazie
pierwszag MT, przesuwa sie¢ w kierunku bieguna ze stosunkowo duzg predkoscia.
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RYSUNEK 7. Schemat eksperymentu Nicklas i Warda [61] z zastosowaniem mikromanipulacji do

biwalentu w spermatocytach konika polnego i sprawdzaniem trwatosci potaczenia: A - biwalent w

pofaczeniu monopolarnym naciagany igietkg w kierunku od bieguna (potgczenie trwate w czasie nacig-

gania); B - jak w A, ale z asymetrig naciagania; stabiej naciggniety kinetochor (x) odtgcza sie od bieguna,
z ktérym by} pierwotnie potaczony i przytacza sie do drugiego bieguna

Z poprzednich rozwazan wynika, ze jest to mozliwe z punktu widzenia wielkosci
sity P generowanej w oddziatywaniu kinetochoru z pojedyncza MT. Duza predkos$é
jest wtedy tym bardziej mozliwa, bowiem Kinetochor jest przytaczony do boku
MT i ruch kinetochoru nie jest ograniczany szybkoscig depolimeryzacji MT, jak
to ma miejsce, gdy korice MT znajduja sie w kinetochorze. Chromosom po przy-
faczeniu pierwszej MT zatrzymuje sie przed dotarciem do bieguna, bowiem sile
P generowanej w kinetochorze przeciwstawiajg sie sity wypychania polarnego. W
miare, jak chromosom zbliza sie do bieguna, sita ta rosnie i chromosom musi
zatrzymac sie, co oznacza, ze sity wypychania biegunowego doréwnujg sile P.
Wynika stad, ze mimo monopolamej orientacji w kinetochorze moze powstac¢ pewne
naprezenie rozciggajace. To naprezenie moze stabilizowa¢ monopolarne przytaczenie
pierwszej MT do kinetochoru. Drugi kinetochor danej pary skierowany jest wtedy
ku biegunowi przeciwnemu. Istnieje wiec duza szansa, ze przyczepi on MT z tego
bieguna. Gdy to nastgpi, kinetochory rozwazanego chromosomu sg w poczatkowym
potaczeniu bipolarnym. Prawdopodobienstwo przytaczenia dalszych MT, tak ze
ta poczatkowa bipolarna orientacja ulega wzmocnieniu, jest zwiekszone przez po-
stepujaca kondensacje chromatyny. Skracaniu sie ramion chromosoméw towarzyszy
pogtebianie sie centromerowego przewezenia, ktére zmniejsza kat widzenia Kine-
tochoru; zagtebienie centromerowe z kinetochorem na dnie jest otwarte od strony
jednego tylko bieguna i ptzytgczane MT pochodza gtéwnie z tego bieguna [61,59].
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EFEKTY STRESU OKSYDACYJNEGO U DROZDZY
SACCHAROMYCES CEREVISIAE

THE EFFECTS OF OXIDATIVE STRESS ON YEAST
SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Witold JAKUBOWSKI
Katedra Biofizyki Molekularnej Uniwersytetu £.6dzkiego

Streszczenie. Drozdze Saccharomyces cerevisiae, podobnie jak inne organizmy wykorzystujace tlen w
procesach metabolicznych, narazone sg na niekorzystne dziatanie ubocznych produktéw tych reakgcji -
reaktywnych form tlenu (RFT). W mechanizmach ochronnych przed skutkami wzmozonego powstawa-
nia RFT, ktére okre$la sie jako stres oksydacyjny, wyodrebnia sie dwie linie obrony - nieenzymatyczna
i enzymatyczna. W pierwszej linii gtéwna role odgrywa glutation, natomiast w drugiej wyrézni¢ mozna
dwie grupy: enzymy wykorzystujace glutation (peroksydaza glutationowa, reduktaza glutationowa i
transferaza glutationowa) oraz enzymy nie zwigzane z tym tréjpeptydem (dysmutaza i katalaza). RFT w
komérce oddziatujg na szereg czynnikdw transkrypcyjnych, ktére powodujg wzmozong synteze enzy-
mow zapobiegajgcych niszczacemu dziataniu reakcji wolnorodnikowych. Stalej obecnosci RFT w
komérce towarzyszy podwyzszenie progu toksycznosci powstajace w wyniku reakcji adaptacyjnej. U
drozdzy taka adaptacja do stresu oksydacyjnego nastepuje rowniez w wyniku dziatania innych rodzajow
stresow - termicznego i osmotycznego oraz podczas przejscia komorek w faze stacjonarna.

Stowa kluczowe: drozdze, 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). Two 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 acell 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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WSTEP

Tlen jest doskonatym przyktadem substancji majgcej podwojne zaréwno dodatnie,
jak i negatywne dziatanie na zywe organizmy. Tlen jest niezbedny do zycia or-
ganizmow wykorzystujacych go w procesie oddychania, jednakze podczas tego
procesu wytwarzane sg substancje szkodliwe, ktére reagujac niespecyficznie ze
sktadnikami komérki powodujg powstawanie uszkodzen. Odpowiedzialne za te pro-
cesy sg tzw. reaktywne formy tlenu - RFT (ang. reactive oxygen species - ROS),
do ktérych zalicza sie: anionorodnik ponadtlenkowy (0 9%), nadtlenek wodoru (H2 ?)
oraz rodnik wodorotlenowy (OH*) (tab. 1). Dodatkowo moga tworzy¢ sie nadtlenki
réznych innych substancji, np. nadtlenki lipidowe (LOO%*). Ich pochodzenie jest
zarbwno egzogenne, jak i endogenne. Wewnatrz komoérki moga one powstawaé
wskutek zewnetrznych czynnikéw fizycznych: promieniowania jonizujacego i ultra-
fioletowego, a takze ultradzwiekéw. Szereg zwiagzkdéw chemicznych, np. parakwat,
menadion czy ozon, uczestniczy w reakcjach wytwarzajgcych RFT (rys. 1).

Organizmy zywe wytwarzajg reaktywne formy tlenu takze podczas przemian
fizjologicznych. G¥éwnym zrédtem RFT w komorce, powstajacych jako metabolity,
sg mitochondria. Zuzywajg one okoto 90% catego tlenu wykorzystywanego w ko-
moérce, z czego 1- 2% podlega przemianie do reaktywnych form tlenu (tzw. przeciek
jednoelektronowy) [61]. Niepos$lednig role w wytwarzaniu RFT odgrywajg reakcje
autooksydacji, w tym reakcja samoutlenienia oksyhemoglobiny (reakcja 1) [13].

HbFe(11)02 -> HbFe(I11)02~* HbFe(Ill) + 02 0

Takze steroidogeneza i (3-oksydacja kwaséw ttuszczowych moze prowadzi¢ do
powstawania aktywnych form tlenu. W rezultacie wszystkie organizmy aerobiotyczne
sq w sposob ciggly wystawione na dziatanie RFT. Stres oksydacyjny wigze sie
z uszkodzeniami struktur komdrkowych: peroksydacija lipidow w btonach, zmianami

w biatkach prowadzacymi do utraty fun-
kcji biologicznych, rozktadem cukréw

TABELA 1 Wyb6r najwazniejszych i niszczeniem struktury kwasow nuklei-
reaktywnych form tlenu
nowych [67].

Nazwa Struktura Obecnie wiele proceséw niekorzyst-
Anionorodnik ponadtlenkowy 0 2+ nych dla organizmow z.ywych: star.zenle
Nadtlenek wodoru H202 sie, programowang $mier¢ komarki, po-
Rodnik wodorotlenowy OH' wstawanie komoérek nowotworowych,
g‘;g;"k wodoronadtlenowy OH"2 chorobe Alzheimera, artretyzm, choroby
03 . , . .z Z
Tlenek azotu NO' serca, jak rowmez_tok.sycznosc Iel.<ow
Nadtlenoazotyn 0=N-00~ thumaczy sie reakcjami wolnorodniko-

wymi [4, 14, 32, 39, 57]. Organizmy,
sitg rzeczy, wyksztatcity szereg mecha-
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RYSUNEK 1. Struktury menadionu i parakwatu - najczesciej uzywanych zwigzkéw generujacych
anionorodnik ponadtlenkowy

nizméw obronnych przed toksycznym dziataniem RFT. Posrod nich mozna wyré6znié
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]. Wiasciwosci przeciwutleniajace ma takze czes¢ aminokwaséw [3, 71].

Nie nalezy jednak zapomina¢, ze RFT moga odgrywac takze pozytywna role.
Ich wytwarzanie jest niezbedne podczas obronnych reakcji fagocytéw. Aktywnie
produkowane reaktywne formy tlenu niszczg pochtoniete mikroorganizmy, a proces
wzmozonego powstawania RFT w fagocytach okres$la sie jako wybuch oddechowy
(ang. respiratory burst) [4, 8, 38, 46]. Zauwazono réwniez indukcje przez RFT
genow, takich jak C-FOS, C-MYC,

C-JUN i (3ACTIN, ktdére kodujg czynniki transkrypcyjne regulujgce procesy
zyciowe komorki - wzrost, réznicowanie i rozwdj [2]. Niskie stezenia reaktywnych
form tlenu moga takze odgrywaé role przekaznika drugiego rzedu u rodlin [9].

W licznych badaniach nad skutkami stresu oksydacyjnego stosuje sie bakterie
gram ujemne-Escherichiacoli i Salmonella typhimurium [20,24]. W organizmach
bakteryjnych H?0 2 powoduje aktywacje czynnika transkrypcyjnego OxyR, odpo-
wiedzialnego za ekspresje dziewieciu gendéw, ktorych produkty wymagane sg do
obrony przed stresem oksydacyjnym wywotywanym przez H2CE [73]. U E. coli
anionorodnik ponadtlenkowy dodatkowo wptywa przez oddziatywanie z produktami
gendw saxR i saxS [21] na wzmozong ekspresje gendéw kodujacych dysmutaze
ponadtlenkowg, dehydrogenaze glukozo-6-fosforanowa i enzym naprawiajagcy DNA
- endonukleaze 1V [19].

W komorkach eukariotycznych w odpowiedzi na stres oksydacyjny obserwowana
jest zwiekszona produkcja szeregu enzyméw: dysmutazy ponadtlenkowej, katalazy
i peroksydazy glutationowej. Wykazano takze akty wacje niektorych czynnikow trans-
krypcyjnych (np. NF-kB, kompleks Fos-Jun) [22, 66].
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Drozdze S. cerevisiae stanowig doskonaly model dla badan regulacji genéw
w odpowiedzi na stres oksydacyjny. W odniesieniu do tych organizméw w prze-
ciwieAstwie do wyzszych eukariontéw, mozna tatwo stosowaé zaréwno analize
genetyczna, jak i techniki biologii molekularnej. Szczegélne znaczenie pod wzgle-
dem doktadnej charakterystyki obrony przed stresem oksydacyjnym ma mozliwos¢
zastosowania szczepow defektywnych wzgledem jednego z elementéw ochronnych
[26]. Mozliwe jest takze wprowadzanie, przy uzyciu wektorow, genow kodujacych
dodatkowe sktadniki linii obronnych przed skutkami oddziatywania z RFT, w tym
takze substancji nie wystepujacych naturalnie w drozdzach [72].

OBRONA NIEENZYMATYCZNA

Systemy nieenzymatyczne chronigce komarke przed stresem oksydacyjnym maja
stosunkowo matg efektywnos$¢ w poréwnaniu z enzymami opisanymi w nastepnym
rozdziale. Zdecydowanie najlepiej poznanym i spetniajacy najwiekszg role jest glu-
tation (GSH) [6, 19, 62]. Jest to tréjpeptyd, y-glutamylo-cysteino-glicyna, po-
wszechny praktycznie we wszystkich komorkach. W komérkach drozdzy, podobnie
jak w innych komérkach eukariotycznych, wystepuje on w wysokich stezeniach
- 1-10 mmol/1. Funkcja, jaka spetnia w komérce, zwigzana jest z obecnoscig wolnej
grupy -SH w formie zredukowanej (GSH). Drugg wystepujacg forma tego zwigzku
jest glutation utleniony (dwusulfid glutationu, GSSG), bedacy wynikiem reakcji
redoks pomiedzy grupg tiolowg a oksydantami. Utlenianie GSH moze zachodzié
nieenzymatycznie, chociaz w obecnosci peroksydazy glutationowej reakcja ta prze-
biega znacznie efektywniej.

Glutation, bedgc zmiataczem wolnych rodnikéw, zapobiega powstawaniu usz-

kodzen wywotanych przez te reaktywne czastki (reakcje I i III).
R>+ GSH — R-H + GS' an
GS* + GS' -a GSSG (1)

Jesli jednak takowe uszkodzenia powstang i wytworzone zostang wolne rodniki
biatek, glutation moze doprowadzi¢ do ich naprawy, ulegajac przeksztatceniu do
formy wolnorodnikowej (reakcje IV i V).

B-H + OH’ — B’ + H20 (v)
B' + GSH -> B-H + GS' (V)

Niestety naprawa taka nie zawsze jest skuteczna, poniewaz w efekcie przyfaczenia
wodoru powstaé moze czasteczka réznigca sie stereochemicznie od czasteczki wyj-
Sciowej.
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Kolejng bardzo wazng funkcjg glutationu jest tworzenie S-koniugatéw z r6znego
rodzaju ksenobiotykami, co prowadzi do ich inaktywacji i obnizenia toksycznosci
(poza nielicznymi wyjatkami, takimi jak menadion, ktérego koniugaty majg wieksza
toksycznos¢ [7]). W ten sposob, przez transport S-koniugatéw glutationu moga
by¢ usuwane zwigzki szkodliwe dla komérek, w tym takze zwiazki indukujace
powstawanie wolnych rodnikéw [7, 60].

Synteza glutationu w komdrkach drozdzy, podobnie do wszystkich eukariontéw,
przebiega dwuetapowo [6]. Badania nad mutantami z zaburzong w wyniku nie-
doboru syntetazy y-glutamylocysteinowej (GSH1) biosyntezg glutationu pokazaty
znacznie wolniejszy wzrost zmodyfikowanych szczepdw oraz dodatkowo ich nie-
zdolno$¢ do wzrostu na niefermentowalnym zrédle wegla, co oznacza niemoznos¢
prowadzenia przez te komorki efektywnego oddychania mitochondrialnego [44].
Sugeruje to znaczng role, jaka odgrywa glutation dla ochrony komorki przed RFT,
w szczegO6lnosci w mitochondrium, gdzie powstaje ich znaczna ilos¢. Nalezy przy
tym pamietaé, ze w mitochondrium znajduje sie okoto 10% glutationu komoérki,
a catkowite utlenienie mitochondrialnego GSH moze by¢ niebezpieczne, gdyz btony
mitochondrialne nie maja zdolnosci aktywnego transportu utlenionego glutationu,
w przeciwienstwie do btony plazmatycznej [6].

Nastepng klase antyoksydantdw stanowig metalotioneiny. Sg to mate biatka
bogate w reszty cysteinowe, lecz nie wytwarzajgce wewnetrznych mostkéw dwu-
sulfidowych, majace zdolno$¢ do wigzania wielu r6znorodnych jonéw metali [33].
Metalotioneiny odgrywajg wiec role ochronng wigzac jony metali ciezkich (kadm,
rte¢), ale rownocze$nie sa magazynami metali wykorzystywanych w procesach fi-
zjologicznych (miedz, cynk). Wolne grupy -SH, a takze obecno$¢ atomow metali
pozwalajg metalotioneinom na szybka reakcje z aktywnymi formami tlenu. Meta-
lotioneina drozdzy kodowana jest przez gen CUP1. Badania prowadzone na zmu-
towanych szczepach nie wytwarzajgcych Cu/ZnSOD pozwolity potwierdzié role
metalotioneiny jako przeciwutleniacza. Doswiadczenia te pokazaty nadekspresje
metalotioneiny w komdrkach niechronionych przez dysmutaze w stosunku do ko-
morek szczepu wyjsciowego [75]. Stwierdzono réwniez, ze gen CUP1 jest akty-
wowany przez ekspozycje komoérek na promieniowanie jonizujgce, a takze na
chemiczne czynniki powodujgce powstawanie reaktywnych form tlenu, takich jak:
parakwat, menadion, adriamycyna, bleomycyna, daunorubicyna, paracetamol [33,
51].

OBRONA ENZYMATYCZNA

Komérkowa obrona przed skutkami wywotanymi przez reaktywne formy tlenu
oparta jest na reakcjach enzymatycznych (tab. 3). W najlepiej przebadanych pod
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tym wzgledem organizmach bakteryjnych Escherichia coli i Salmonella typhimurium
obserwowano w obecnosci RFT wzmozong synteze ponad 30 biatek gtéwnie enzy-
matycznych [16].

Z omowionym juz glutationem zwigzane sg trzy enzymy: peroksydaza gluta-
tionowa, reduktaza glutationowa i transferaza glutationowa [7, 19, 62]. Peroksydaza
(E.C. 1.11.1.9) jest indukowana przez HD 2 i nadtlenki organiczne. Enzym ten
zawiera selen i katalizuje reakcje powstawania dwusulfidu glutationowego (reakcja
V1).

2 GSH + H202  GSSG + 2 H20 v

Zwigkszenie ilosci tego enzymu mozna uzna¢ za przystosowanie sie komorek
drozdzy do warunkéw $rodowiska, nastepuje ono bowiem przy zmianie warunkow
hodowli z beztlenowych na tlenowe [27, 36]. U drozdzy, u ktérych za pomoca
technik inzynierii genetycznej podniesiono poziom peroksydazy, wykazano zwie-
kszenie opornosci na RFT i zwiazki indukujace stres oksydacyjny.

Enzymem wspotdziatajgcym z peroksydazg jest reduktaza glutationowa (E.C.
1.6.4.2). Nie jest to enzym uczestniczacy w bezposredniej ochronie komérki przed
RFT, ale odtwarzajac zredukowang forme glutationu (reakcja VII) jego dziatanie
zwieksza potencjat obronny oraz zapobiega powstawaniu uszkodzen biatek w wyniku
reakcji z GSSG.

GSSG + NADPH + H+ 2 GSH + NADP+ (V1)

Posrednio wiec obrona przed RFT uzalezniona jest takze od enzyméw produ-
kujacych NADPH - dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej (E.C. 1.1.1.49) i dehy-
drogenazy izocytrynianowej (E.C. 1.1.1.42). Nalezatoby jeszcze zaznaczyé, ze
traktowanie komdrek S. cerevisiae subletalnymi stezeniami H ? powoduje zwie-
kszong produkcje reduktazy glutationowej i dehydrogenazy glukozo-6-fosforano-
wej, co wskazuje na mozliwo$¢ adaptacyjnego wzrostu ekspresji odpowiednich
genow [36, 56]. Ostatnim enzymem bezposSrednio zwigzanym z GSH jest transferaza
glutationowa (E.C. 3.1.2.7) katalizujaca sprzeganie glutationu z r6znymi zwigzkami
elektrofilowymi (reakcja VIII).

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

Produktem sg S-koniugaty glutationu, o ktérych byta juz mowa wczesniej.

Kolejnym biatkiem wchodzacym w skiad enzymatycznego systemu obrony przed
RFT jest dysmutaza ponadtlenkowa (E.C. 1.15.1.1) (SOD - ang. superoxide dis-
mutase). Wyrdzni¢ mozna, zaleznie od atomu metalu znajdujacego sie w centrum
aktywnym, kilka typéw dysmutazy. Jest to grupa enzyméw katalizujagcych reakcje
dysmutacji anionorodnika ponadtlenkowego (reakcja 1X).
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Ol + O’ + 2H+ -» H202 + 02 (IX)

U drozdzy zostaty opisane dwa typy SOD. MnSOD, dysmutaza ponadtlenkowa
zawierajgca atom manganu, wystepuje w matriks mitochondrialnej ijest tetramerem
podjednostek o masie czgsteczkowej okoto 20 kDa. Kodowana jest przez jadrowy
gen SOD2. Proponowana dla niej rola to ochrona mitochondriéw przed O-* ge-
nerowanym podczas przeptywu elektrondw przez tancuch oddechowy [87]. Dla
MnSOD obserwowano réwniez silng represje w obecnosci wysokich stezer glukozy
w pozywce (ponad 10%) [7, 31].

Cu/ZnSOD - dysmutaza miedziowo-cynkowa wystepuje w cytoplazmie wszy-
stkich organizméw eukariotycznych, a jej obecnos¢ stwierdzono takze w peroksy-
somach [30]. Jest to pierwszy odkryty enzym Kkatalizujgcy reakcje z wolnymi
rodnikami. Kodowany przez gen SOD1 enzym zbudowany jest z dwu podjednostek
0 masie czasteczkowej 16 kDa. Kazda z podjednostek zawiera 8 domen o strukturze
(3 i spieta jest mostkiem dwusiarczkowym, w przeciwienstwie do MnSOD, ktora
takich mostkéw nie ma.

Cu/ZnSOD jest gtdwnym enzymem chronigcym komorke przed anionorodnikami
ponadtlenkowymi, a o jego doniostosci Swiadczg badania szczepdw z defektem
Cu/ZnSOD. Mutacje takie prowadzg do wzrostu wrazliwosci komdrek drozdzy na
warunki stresu oksydacyjnego, a wrazliwos¢ ta jest wieksza niz w przypadku defektu
genu SOD2 [11, 26, 41].

Innym enzymem o znaczacej roli w obronie przed aktywnymi formami tlenu
u S. cerevisiae, ale réwniez u wszystkich eukariontéw jest katalaza (E.C. 1.11.1.6).
Enzym bedacy hemoproteing katalizuje reakcje dysproporcjonowania nadtlenku wo-
dom (reakcja X)

H202 + H202 — 2 H20 + 02 )

U S. cerevisiae wystepuja dwa typy katalazy - katalaza A (atypowa, peroksy-
somalna) i katalaza T (typowa, cytoplazmatyczna), a kodowane sg one przez geny,
odpowiednio, CTAL i CTT1 [34]. Katalaza jest tetramerem ztozonym z podjednostek
0 masie czasteczkowej ok. 60 kDa. Biatko to pozwala organizmowi kontrolowac
poziom H20 2zapobiegajgc akumulacji tego zwigzku w komérce. Aktywnos¢ katalazy
A jest Scisle skorelowana z obecnoscig oksydazy acyloCoA generujacej nadtlenek
wodom w procesie [3-oksydacji kwasow ttuszczowych, a zwiekszona ilo$¢ kwasow
thuszczowych moze powodowac jej indukcje. Aktywnos$¢ obu typéw katalaz, A
1T, wzrasta wraz ze wzrostem ilosci w komorce, a badania z uzyciem mutantow
defektywnych ujawniajg wiekszg wrazliwos¢ komorek zmodyfikowanych na obe-
cnos$¢ H-,0-, w stosunku do dzikich.
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Dotychczas do konica niewyjasniona pozostaje rola tioredoksyny. Ten niewielki
enzym, masa czasteczkowa ok. 12 kDa, zawiera w centrum aktywnym dwie reszty
cysteinowe. U S. cerevisiae kodowany jest przez dwa geny TRX1 i TRX2 [28,
54]. Delecja jednego lub obu tych gendw nie jest dla drozdzy letalna, jakkolwiek
mutanty takie sg niezwykle wrazliwe na obecno$¢ H-0 2i stosunkowo niskie stezenia
nadtlenku wodoru mogg by¢ dla takich komoérek $miertelne [45]. Tioredoksyna
odpowiada prawdopodobnie za naprawe uszkodzonych oksydacyjnie biatek. Po-
woduje ona redukcje mostkow dwusulfidowych powstatych na skutek utlenienia
grup -SH w biatkach przez reaktywne formy tlenu.

Pod wptywem stresu oksydacyjnego drozdze syntetyzujg jeszcze jedno biatko
- przeciwutleniacz tiolospecyficzny - TSA - (ang. thiol-specific antioxidant), ktd-
rego poziom wzrasta ponad dwukrotnie w odpowiedzi na obecno$¢ 95% 0 2 oraz
po dodaniu jonéw Fe+' lub 2-merkaptoetanolu. Biatko to jest dotad stabo poznane,
gdyz nie okres$lono jednoznacznie jego roli w komérce [15, 40]. Biatka typu TSA
odkryto u wielu oddalonych od siebie systematycznie organizméw, np. w komdrkach
mabzgu szczura i u bakterii, takich jak Clostridium pasteurianum lub Mycobacterium
avium. Sekwencja tego biatka nie wykazuje znaczacej homologii z zadnym z gtow-
nych enzymoéw ochronnych [15]. Dla TSA sugeruje sie role peroksydazy tiore-
doksyny. Proponowana réwnoczesnie rola TSA jako chelatora jonéw metali nie
zostata dotychczas jednoznacznie potwierdzona [90].

ADAPTACJA DO STRESU

W komorkach pozostajacych w ciggtym kontakcie z czynnikiem dla nich nie-
korzystnym, zarowno chemicznym jak i fizycznym, dochodzi do podwyzszenia
progu toksycznosci dla danego czynnika (tab. 2). Zalezno$¢ takg obserwowano
w wielu laboratoriach takze w sto-
sunku do tlenu. Komérki drozdzy,
znajdujace sie w logarytmicznej
fazie wzrostu, utrzymywaty w

TABELA 2. Przeglad czynnikéw powodujacych stres
komoérkowy u drozdzy S. cerevisiae

Czynniki stresogenne dla komérek drozdzy warunkach t|en0Wych podwy—
Wysoka temperatura zszong aktywnos$¢ mechanizméw
Niska temperatura obronnych, w stosunku do komo-
Reaktywne formy tlenu rek z hodowli beztlenowych, co

Jony metali ciezkich

Wysoka lub niska osmolamos¢ w gfekue (_jawa*o WSplor_nmaan
Wysokie lub niskie pH wyzszy poziom opornosci. Takie
Wysokie stezenie etanolu zmiany w metabolizmie organi-
Czynniki wywotujace uszkodzenia DNA zmoéw okres'lamy jako adaptacje

Gtodzenie (azotowe i weglowe)

Wysuszenie do warunkdw stresowych [18,25-

26, 36, 82]. Uzycie cykloheksi-
midu, réwnoczes$nie z dziataniem
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TABELA 3. Biatka zaangazowane w obrone przed stresem oksydacyjnym
u S. cerevisiae

Biatka Gen(y)

Biatka o aktywnosci enzymatycznej

Peroksydaza glutationowa GPX
Reduktaza glutationowa

Transferaza glutationowa

Dysmutaza ponadtlenkowa Cu/ZnSOD SODI
MnSOD SOD2
Katalaza A CTA1l
Katalaza T CTT1
Tioredoksyna TRX1, TRX2
Przeciwutleniacz tiolospecyficzny TSAl

Pozostate zaangazowane biatka
Metalotioneina CUP1
Czynniki transkrypcyjne ACE1l, ACE2,
YAP1, YAP2,
HAP1, MAPI,
OSR
Biatka szoku cieplnego HSP 150, HSP84, HSP70,
HSP26, HSP12,
HSF1

warunkow stresujacych, powodowato zahamowanie procesu adaptacyjnego, co wska-
zuje na konieczno$¢ syntezy nowych biatek [18, 55].

Mechanizm lub mechanizmy, ktére powodujg przystosowanie do stresu oksy-
dacyjnego, jak rowniez rodzaj indukowanych biatek, pomimo intensywnych badan
w wielu pracowniach weciaz pozostajg nie w petni wyjasnione. Znacznie lepiej
poznana jest odpowiedZ na stres cieplny i powstajgce w jego efekcie biatka szoku
termicznego (Hsp).

U S. cerevisiae stwierdzono istnienie dwéch drég prowadzacych do adaptacji
do zwiekszonej ilosci RFT. Pierwszg indukuje obecno$¢ H 9, natomiast druga
uruchamiana jest w wyniku kontaktu komdrek ze zwigzkami, takimi jak menadion.
Menadion jest szeroko stosowanym zwigzkiem powodujagcym generowanie anio-
norodnikdw ponadtlenkowych w komorce, a toksyczno$¢ jego wykaza¢ mozna uzy-
wajac mutantow S. cerevisiae z delecja genu SODI. OdpowiedZ na zwigkszong
ilos¢ H20 2w komérce jest prawdopodobnie uwarunkowana innym mechanizmem,
a wedtug niektérych autoréw zwigzana jest ona z syntezg az 21 réznych biatek
[36]. Dodatkowo, przy réwnoczesnej obecnosci menadionu i H20 O obserwowano
podwyzszenie poziomu tolerancji na nadtlenek wodoru. Podwyzszenia progu to-
ksyczno$ci dla menadionu w obecnosci H?CL nie udato sie dotychczas potwierdzic.
Elektroforetyczna analiza biatek syntetyzowanych w odpowiedzi na oba czynniki
wykazata, ze powstajg rozne klasy biatek w odpowiedzi na oddzielne dziatanie
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menadionu i H?0 9 (rys. 3). Obserwowane byly takze réznice dla biatek syntety-
zowanych w przypadku réwnoczesnego podania obu tych zwigzkéw. Czes¢ z tych
biatek podlega ekspresji takze przy innych rodzajach stresu, a funkcja niektorych
Z nich jest nie wyjasniona.

Adaptacja do stresu oksydacyjnego powoduje aktywacje genéw kodujacych en-
zymy o antyoksydacyjnej funkcji. U drozdzy obserwowano wzrost aktywnosci tych
enzymow bedacy nastepstwem podwyzszonego stezenia HD 9 lub/i 0 2¢ Nie wy-
kazano jednakze bezposredniego wptywu RFT na wzrost transkrypcji gendw, takich
jak: CTAL, CTT1, SOD2 lub SOD1. Efekt indukcji transkrypcji wywotywat jednak
nadtlenek wodoru na gen SSAJ, ktoéry koduje drozdzowa izoforme biatka Hsp70
[25, 41]. HD 9i 0 2* powodujg u drozdzy podniesienie poziomu glutationu, pra-
wdopodobnie wywotujac wzmozone wytwarzanie syntetazy glutationu. Aktywacja
genu GSH1 jest mozliwg adaptacjg komorek do stresu oksydacyjnego [26].

Bezposredni wptyw RFT na biosynteze obserwowano dla biatek identyfikowanych
jako czynniki transkrypcyjne. Reguluja one transkrypcje genéw, ktorych produkty
tworzg enzymatyczng linie obrony przed stresem oksydacyjnym. Wszystkie te czyn-
niki (Acel, Hapl, Maci) sg metaloproteinami i réwnocze$nie sg zaangazowane
w kontrole poziomu jonéw metali w S. cerevisiae. Wiadomo, ze geny SOD1 i
CUP1 sg regulowane przez czynniki Acel i Maci. Ten ostatni odgrywa role w
regulacji transkrypcji genéw indukowanych przez jony zelaza i miedzi [29, 42].
Petna rola tych czynnikoéw w odpowiedzi adaptacyjnej na stres oksydacyjny pozostaje
ciggle niewyjasniona.

Szczeg6lng uwage nalezatoby zwrdci¢ na osobng grupe czynnikow transkry-
pcyjnych: Yapl iYap2, ktérych budowa i spetniana funkcjajest r6zna od wczesniej
opisanych. Wykazano, ze Yapl i Yap2 sg homologami c-jun z AP-1 ssakéw [72].
Do rodziny tych czynnikéw nalezy takze Gcn4 [12, 45], ktéry jest regulatorem
genow biosyntezy aminokwasow. Mutanty z delecjg jednego z gendw, YAPL lub
YAP2, sg wrazliwsze na oksydanty, gtéwnie na HQD 9 [40]. Na podstawie tego
faktu, a takze kilku wymienionych nizej mozna przypisywac produktom tych genéw
role w regulacji indukowanej przez H 9adaptacyjnej odpowiedzi na stres oksy-
dacyjny. Rownocze$nie nie wykazano efektu czynnikéw YAP1 i YAP2 w regulacji
adaptacji do zwiekszonej ilosci 0 9\ Opornos¢ w fazie stacjonarnej oraz w przypadku
oddychania komorkowego drozdzy w odniesieniu do O™ pozostaje nie zmieniona
przy delecji YAP1 i YAP2, co pozostaje w zgodzie z faktem, ze zaden z obu tych
genow nie jest niezbedny do normalnego wzrostu [64]. Jednakze, wysoki poziom
ekspresji YAP1 w komérce powoduje wzrost odpornosci na takie toksyczne czynniki,
jak cykloheksimid, jony kadmu, chelatory Zn“+ i Fe“+. Prace z mutantami o nie-
aktywnym Yapl pokazaty redukcje aktywnosci enzyméw o dziataniu antyoksy-
dacyjnym [64]. Dodatkowym potwierdzeniem tej zaleznosci byty doswiadczenia,
w ktérych wykorzystano plazmidy do zwielokrotnienia ilosci kopii YAP1, co po-
wodowato wzrost, aczkolwiek niewielki, aktywnosci tych witasnie enzymow (SOD,
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GPX, G-6-P D) i podwyzszenie catkowitego poziomu glutationu [64]. Rezultaty
te sugerujg, ze biatko Yapl moze odgrywac role w obronie komoérki przed RFT.
Aktywnos$¢ Yapl jest regulowana przez fosforylacje, lecz mimo teoretycznie okre-
$lonych miejsc mogacych jej podlegac¢ nie znane sg miejsca fosforylowane in vivo.
Ponadto wstepna analiza mutantéw z utratg 11 C-koricowych aminokwasdw su-
geruje, ze czynnik Yapl regulowany jest podobnie jak c-Jun. Delecja fragmentu
C-terminalnego powoduje utrate zdolnosSci stymulacji transkrypcyjnej przez FFO-,
oraz dwuamid. U wszystkich biatek tej grupy wykazano wysokg homologie w
regionie C-koncowym i istnienie fragmentéw bogatych w cysteine, tworzacych pra-
wdopodobnie miejsca przytgczania jonéw metali. Jako gtéwny cel dla czynnika
Yapl okre$lono region promotorowy TRX2 [45], ale zauwazono réwnoczednie, ze
Yapl taczy sie z regionami promotorowymi GSH1 i SSA1 [89]. Sprawe regulacji
zaciemniajg obserwacje wskazujgce na indukcje gendw GSH1, TRX2 i SSA1l u
drozdzy S. cerevisiae przez oksydanty wobec braku Yapl. W przeciwienstwie do
SSA1l i TRX2 ekspresja GSH1 jest duzo silniej aktywowana przez O-* niz przez
Ho02, a przy indukcji GSH1 przez anionorodnik ponadtlenkowy obecno$¢ czynnika
Yapl nie jest wymagana [72]. Zauwazono réwniez, ze Yapl nie jest niezbedny
przy indukcji genu GSH1 przez O* [72]. Rola drugiego z czynnikéw - Yap2,
w regulacji adaptacyjnej odpowiedzi na stres oksydacyjny nie jest znana, jednakze
prowadzone eksperymenty wykazaty u mutantow defektywnych pod wzgledem tego
czynnika wystepowanie podwyzszonej wrazliwosci na oksydanty. Niedawno odkryty
czynnik Cadl zostat zidentyfikowany jako homolog Yap2; jest on zdolny do na-
dawania opornosci w obecnosci kadmu, a takze niektérych lekéw [12, 88]. Dla
wczesniej wspomnianego czynnika Gend wykazano jeszcze jedng funkcje. Jest on
zaangazowany w odpowiedZ na uszkodzenia DNA u S. cerevisiae wywotane pro-
mieniowaniem UV, co odpowiada funkcji spetnianej przez kompleks AP-1u ssakow
[23]. Kolejnym czynnikiem nalezgcym do tej grupy jest odkryty u Schizosaccharo-
myces pombe czynnik Papl. Ma on wysokg homologie do Yapl, a obecny w
wysokiej liczbie kopii moze nadawaé oporno$¢ na toksyczny inhibitor kinaz -
staurosporyne [77]. Yapl jest takze proponowanym czynnikiem regulujgcym trans-
krypcje niedawno odkrytego genu OSR. Z kolei produkt OSR wptywa na indukcje
GSH1, co zwigzane jest z poziomem glutationu w komérce [43]. Gen OSR (ang.
oxidative stress resistance) ma wysokg homologie z genem ZRC1 kodujgcym biatko
zwiekszajgce opornos¢ na obecnos¢ w srodowisku cynku [43].

Duze znaczenie w regulacji odpowiedzi na poziom RFT majg zmiany poziomu
cAMP. Wiele indukowanych stresem gendéw moze podlegaé aktywacji wiasnie w
ten spos6b. Posrod nich wylicza sie obecnie geny C777, SSA3, HSP26 i HSP12
[23, 81]. Geny te aktywuje obnizenie wewnatrzkomdrkowego stezenia cCAMP, a
mechanizm ten moze regulowa¢ odpowiedz na stres oksydacyjny, jak rdwniez szok
termiczny i stres wywotany gtodzeniem weglowym lub azotowym, oraz wejscie
komoérek w stacjonarna faze wzrostu. Mutant Cyrl, majacy fizjologicznie niski
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poziom cAMP w wyniku defektu cyklazy adenylowej, jest niewrazliwy na cata
game roznorodnych czynnikéw - gtodzenie, podwyzszenie temperatury i oksydanty
[35, 68] (rys. 2).

ADAPTACJA DO STRESU OKSYDACYJNEGO
INDUKOWANA PRZEZ INNE RODZAJE STRESU

Ekspozycja komdrek na okreslony typ stresu prowadzi czesto do podwyzszenia
tolerancji na czynniki stresujace innego rodzaju. Zjawisko powstawania ochrony
krzyzowej (ang. cross protection) [49] wskazuje na mozliwo$é pokrywania sie
pewnych etap6éw odpowiedzi komérkowej na rézne od siebie niekorzystne czynniki
(rys. 2).

Prawdopodobnie najpetniej opisang reakcjg na warunki stresowe sg zmiany wy-
wotane przez podwyzszong temperature [49, 84]. Stres termiczny powoduje indukcije
syntezy calej gamy biatek szoku termicznego (ang. heat shock proteins - Hsps).
Wzmozong produkcje biatek Hsp obserwuje sie rowniez w stresie réznym od cie-
plnego. Aktywacje genow kodujacych biatka Hsp obserwowano u bakterii E. coli
w wyniku podawania substancji toksycznych [78]. Réwniez ekspozycja komoérek
ssakow najony metali ciezkich, RFT oraz analogi aminokwaséw prowadzi do syntezy
Hsp. Wzmozona ekspresja genéw kodujacych Hsp jest charakterystyczna w wielu
stanach chorobowych cztowieka [53]. W przypadku drozdzy warunki stresowe,
takie jak: ekspozycja na etanol, obecnos$¢ inhibitorow syntezy biatka, stres osmo-
tyczny, niedobor zrodet wegla lub azotu, jak réwniez wejscie komérek w faze
stacjonarng, moga prowadzi¢ do zwiekszonej syntezy bialek zaangazowanych w
odpowiedz na stres termiczny [58, 79]. Jednak nie wszystkie biatka klasy Hsp

RYSUNEK 2. Mechanizm powstawania ochrony krzyzowej
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sg indukowane przez kazdy z wymienionych czynnikdw, co sugeruje oddziatywanie,
przynajmniej czesSciowo, na niezalezne drogi odpowiedzi.

Opisana zostata zwiekszona opornos¢ na stres oksydacyjny wywotana prein-
kubacjg w podwyzszonej temperaturze. Komorki S. cerevisiae hodowane w 23°C,
a przeniesione do temperatury 37°C wykazywaty, oprocz zmian typowych dla stresu
termicznego, podwyzszony prog tolerancji dla toksycznego dziatania RFT, co $wiad-
czy o wspdélnych elementach odpowiedzi na te rodzaje stresu [48-49]. Rdwnoczesnie
nie udato sie dotychczas wykazaé znaczacego wzrostu termotolerancji u drozdzy
wywotanego obecnosciag H-CU lub/i Ot .

W komorkach poddanych szokowi termicznemu doktadny mechanizm powsta-
wania opornosci na oksydanty nie jest znany, wykazano jednak, ze dochodzi w
nich do zintensyfikowanej transkrypcji genu CTTI [10-11]. ROéwnoczesny wzrost
aktywnosci katalazy T i biatek szoku termicznego moze wyjasnia¢ obserwowana
opornosé.

W efekcie dziatania stresu cieplnego obserwowano wzmozong synteze takze
innego biatka chroniacego przed RFT - metalotioneiny. Gen CUP1 indukowany
jest przez czynnik transkrypcyjny Hsfl, ktéry powstaje w odpowiedzi na stres ter-
miczny oraz w efekcie gtodzenia glukozowego [76]. CUPI zawiera w kompleksie
promotorowym liczne tzw. pieSci miedziowe (ang. copper fist) wykorzystywane
przez czynniki Acel i Ace2 podczas regulacji odpowiedzi na obecno$¢ metali.
Zaangazowanie Hsfl w synteze metalotioneiny wykryto dzieki obserwacji, ze mutacja
czynika Hsfl powodowata ogdlne podwyzszenie transkrypcji metalotioneiny. Pra-
wdopodobnie mutacje te powodujg wzrost powinowactwa Hsfl do promotora CUP1
[76].

Biatkiem, dla ktérego takze wykazano podwojng regulacje syntezy, jest tiore-
doksyna, ktérej aktywno$é wzrasta w komorkach pod wptywem stresu oksydacyjnego
oraz stresu termicznego [37].

Innym przyktadem ochrony krzyzowej jest sprzezenie drogi HOG (ang. high
osmolarity glycerol response) z podwyzszong tolerancjg na RFT. Droge przeka-
zywania sygnatu HOG opisano dla genéw PBS2 i HOG1, kodujacych kinazy z
rodziny MAP. Mutacje tej drogi prowadzg do catkowitego zniesienia indukcji od-
powiedzi komorkowej na stres osmotyczny, w czym posredniczy sekwencja STRE
(ang. stress response elements). Oprocz stresu osmotycznego STRE jest aktywowana
podczas gtodzenia, ekspozycji na RFT lub podwyzszong temperaturg, w niskim
pH oraz w obecnoS$ci etanolu. Wszystkie te czynniki prowadzg do indukcji genu
katalazy cytoplazmatycznej - CTTI [10-11, 50, 52, 66]. Enzym ten ma znaczaca
role w ochronie przed RFT, ale jego synteza towarzyszy takze zwiekszeniu ter-
motolerancji i osmotolerancji [84]. Lista gendw kontrolowanych przez STRE zawiera
dodatkowo DDR2, HSP12, TPS2, GSY2, GPH1 [63].

Komorki drozdzy bedace w p6znej fazie logarytmicznej lub w fazie stacjonarnej
(6 a) charakteryzuje ciekawa wilasciwos¢ - zwiekszona opornos¢ na wiele z wy-
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RYSUNEK 3. Zaleznosci aktywacji poszczegdlnych genéw uczestniczacych w reakcjach obronnych
przeciwko reaktywnym formom tlenu (szczegdty w tekscie)

mienionych stresow [14, 47, 49, 80]. Obserwowano, ze podwyzszenie 0pornosci
na stres jest zwigzane z jego dziataniem jeszcze w fazie logarytmicznej. Jednak
stopief opornosci w fazie stacjonarnej jest wyzszy niz indukowana odpowiedz ad-
aptacyjna w fazie logarytmicznej. Takze fakt, ze w fazie GO komérki wykazuja
opornos$¢ na wiele réznych czynnikéw stresogennych, sugeruje indukcje od-
miennego mechanizmu odpowiedzi [39]. Zbiezne obserwacje byty wykonane dla
termotolerancji wywotanej szokiem termicznym, gdzie oporno$¢ podczas fazy sta-
cjonarnej byta rozciggnieta na czas dtuzszy niz w wypadku indukcji podczas fazy
wzrostu logarytmicznego [80]. Oporno$¢ drozdzy na szok oksydacyjny wykazywata
podobng zalezno$é. Jakkolwiek precyzyjny mechanizm opornosci na oksydanty ge-
nerowanej w tych warunkach nie jest doktadnie znany, obserwowano jednak zmiany
ekspresji gendéw kodujacych antyoksydanty. Wzrastata synteza skiadnikéw mito-
chondrialnego tancucha oddechowego, a takze synteza katalazy T i MnSOD [83,
85]. Takze transkrypcja réznych biatek szoku termicznego kodowanych przez geny
HSP150, HSP84, HSP70, HSP26, HSP12 byta intensywniejsza [49].

PODSUMOWANIE

Badania nad adaptacjg do stresu oksydacyjnego u drozdzy Saccharomyces ce-
revisiae wykazujg ogromna réznorodnos¢ mozliwych drég odpowiedzi komérkowe;j.
Sa one w wielu miejscach zbiezne z reakcjami na inne toksyczne czynniki i nie-
korzystne warunki, jak przytaczane tu sprzezenie z odpowiedzig charakterystyczng
dla szoku termicznego lub osmotycznego.
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Widac tez, ze reaktywne formy tlenu indukujg synteze catej gamy czynnikdw
transkrypcyjnych, co $wiadczy¢ moze o wielokrotnym dublowaniu systeméw chro-
nigcych komorke.

Komorki S. cerevisiae stanowig jeden z gtéwnych modeli komorki eukariotycznej
w badaniach biologii molekularnej i odkrycia zwigzane z zabezpieczeniami przed
niekorzystnymi wptywami metabolitéw tlenu beda niewatpliwie odnoszone do po-
zostatych eukariontow, gdzie dodatkowo te ztozone zalezno$ci bedg komplikowane
przez aspekty zwigzane z oddziatywaniami miedzy komoérkami w organizmach wielo-
komorkowych. Pamieta nalezy rowniez o hipotezie G. Barja [5], ze w organizmach
tlenowych reaktywne formy tlenu sg niezbednymi ,,normalnymi” metabolitami, a
ich powstawanie i usuwanie utrzymuje stan rownowagi dynamicznej miedzy pro-
i antyoksydantami.
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Streszczenie: Rysbazy sa to rybonukleazy o specjalnym dziataniu biologicznym. W niniejszym artykule
omoéwiono budowe, mechanizm dziatania i funkcje niektérych Rysbaz zwierzecych i ludzkich. Neuro-
toksyny granulocytéw (EDN i ECP) chronig przed pasozytami i wykazujg aktywnos$¢ przeciwnowotwo-
rowg podobnie jak onkonaza z Rana pipiens. Nieznany jest spos6b zabijania komérek przez onkonaze
- przypuszczalnie hydrolizuje ona rRNA. Rybonukleaza z nasienia byka (BS-RN-aza) jest homodime-
rem o bardzo skutecznym dziataniu przeciwnowotworowym. Angiogeninajest homologiem trzustkowej
RN-azy A i pobudza proliferacje naczyn krwiono$nych. Przez chemiczne sprzezenie RN-az z przeciw-
ciatami lub fuzje genu RN-azy z genami przeciwciat otrzymuje sie immunotoksyny, o wybiorczej
cytotoksycznosci w stosunku do komérek.

Stowa 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 ahomodimeric 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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WSTEP

W ostatnich latach dowiedziono, ze wiele biatek czynnych biologicznie wykazuje
aktywnos¢ rybonukleolityczng. D’Alessio zaproponowat dla nich nazwe RISB ASES
(ribonucleases with special biological actions) [14]. W poprzednim artykule omé-
wiono Rysbazy pochodzenia bakteryjnego, grzybowego i roslinnego [80]. W tej
czesci przedstawiono budowe i dziatanie ludzkich i zwierzecych czynnikow za-
liczanych do rysbaz, z ktorych wiekszos¢, z wyjatkiem angiogeniny, ma aktywno$é
cytotoksyczng. Petnig one rdznorakie funkcje i charakteryzujg sie dziataniem immu-
nosupresyjnym, przeciwnowotworowym, antywirusowym i neurotoksycznym. Biorg
tez udziat w niszczeniu pasozytéw i indukujg tworzenie naczyn krwionosnych (tab.
1). Wszystkie te biatka nalezg do nadrodziny RN-azy A, a ich wspdlng cecha
jest podobnabudowa i zblizona wzgledna masa czgsteczkowa oraz zdolnos¢ hydrolizy
rybosomalnego RNA, ktdra decyduje o cytotoksycznosci tych biatek.

Rysbazy wzbudzajg duze zainteresowanie biologow i lekarzy, gdyz wykorzystujac
ich wiasciwosci, konstruuje sie immunotoksyny i chimery biatek, zawierajgce aktyw-
ne biologicznie czasteczki réznych rysbaz. Wytworzenie ich moze przebiega¢ droga
chemicznego potaczenia przeciwciata z toksyng lub tez przez fuzje genéw kodujacych
synteze tych biatek. Tak otrzymane czasteczki wykazuja specyficzng cytotoksycznosé
i moga by¢ stosowane w terapii réznych choréb, gtéwnie nowotwordw.

Celem artykutu jest przedstawienie najnowszych badan dotyczacych struktury
i dzialania najwazniejszych rysbaz, ze szczeg6lnym uwzglednieniem ich cytoto-
ksycznego dziatania.

RYBONUKLEAZY EDN | ECP Z ZIARNISTOSCI
GRANULOCYTOW KWASOCHLONNYCH

W roku 1933 Gordon wykonat doswiadczenie, w ktorym wstrzyknieto do mézgu
zwierzat wycigg z weztéw chlonnych chorych z miesakiem Hodgkina. Po tym
zabiegu zaobserwowano objawy neurotoksyczne: ostabienie koordynacji
i nie zbomos$¢ ruchowgq (ataksje), sztywnos$¢ miesni i porazenie konczyn, pro-
wadzace nieuchronnie do $mierci zwierzat w ciggu kilku do Kilkudziesieciu dni.
W obrazie mikroskopowym obserwowano gwattowny zanik komérek Purkinjego
w warstwie zwojowej kory moézdzku i zmiany gabczaste w moscie i rdzeniu prze-
dtuzonym [83]. Zjawisko to zostato nazwane efektem Gordona. Znacznie pézniej
okazato sie, ze opisane objawy byly spowodowane nie, jak wcze$niej sgdzono,
przez nieznany patogen obecny w weztach chtonnych chorych, lecz przez eosi-
nophil-derived neurotoxin (EDN) i biatko zasadowe - eosinophil cationic protein
(ECP), ktdre okazaty sie RN-azami obecnymi w ziarnisto$ciach granulocytéw kwa-



RYSBAZY 451

TABELA 1 Niektore wtasciwosci, dziatanie i mozliwe zastosowania Rysbaz w medycynie

Rysbaza Wystepowania  Dziatanie Budowa Wzgledna  Specyfi- Aktywnos$¢ Mozliwe
m. czaste- czno$¢ w poréw- zastoso-
czkowa substra- naniu z wanie
kD towa RNazg A
EDN ziarnistosci niszczenie 134 AA ok. 15,5 18S, 28S, 1
granulocytow pasozytéw  glikopro- 58S,
kwasochtonnych i bakterii teina 58 S
aktywnosé rRNA
przeciwno- tRNA
wotworowa
ECP ziarnisto$ci niszczenie 133 AA  ok. 185 odcinki poli- 0,01
granulocytow pasozytéw  glikopro- pirymidy-
kwasochtonnych i bakterii teina nowe
aktywnos¢ w RNA,
przeciwno- poli U
wotworowa poli C
Onko-  jaja i zarodki ? 104 AA  ok. 12 18S, 28S, 0,01 leczenie nowo-
naza zab rRNA twordéw, immuno

toksyny, aktyw-
no$¢ anty HIV-1

BS-RN- nasienie immuno- 150 AA  ok. 16 18S, 28S, immunosupresja
aza bydlece supresja 2 formy rRNA, dsRNA leczenie nowo-
dimerow stabo 5S, 5,8S tworéw, immuno
2 wigzania rRNA, tRNA toksyny, aktyw-
disiarczkowe nos$¢ anty HIV-1
Angio-  surowica proliferacja 123 AA  ok. 14 18S, 28S 0,0001 immunotoksyny
genina  ssakéw naczyn krwio- tRNA, mRNA

no$nych, wy-
dzielanie pro-
staglandyn

sochtonnych [26, 53, 57, 72, 83]. W warunkach fizjologicznych ziarnistosci te
sg uwalniane w miejscu kontaktu eozynofila i komoérki docelowej.

Zjawiskiem analogicznym do efektu opisanego przez Gordona, a obserwowanym
u ludzi sg objawy neurologiczne, towarzyszace hipereozynofilii [72]. Eozynofilia
jest prawdopodobnie takze jednym z powoddéw uszkodzen miesnia sercowego, gdyz
w martwych fragmentach tkanki, gtownie wsierdzia i w $cianach naczyn wioso-
watych, stwierdzono ziarnistosci pochodzace z granulocytéw kwasochtonnych [26].

Rysbazy EDN i ECP wykazujg ok. 35% homologii z sekwencjg RN-azy A
i 67% wzajemnej homologii ich sekwencji aminokwasowej. EDN, o wzglednej
masie czasteczkowej 155 kD, zawiera 134 aminokwasy, podczas gdy ECP,
0 wzglednej masie czagsteczkowej 18,5 kD, zawiera 133 aminokwasy [57, 83] (tab.
1). Geny kodujace EDN (RNS2) i ECP (RNS3) wystepuja u wszystkich naczelnych
1 majg podobng strukture. U cztowieka zlokalizowane s§ w chromosomie 14 w
pasmie q24-q31 i nie zawierajg intronéw [39].
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Aktywnos$¢ rybonukleolityczna EDN jest podobna do aktywnos$ci RN-azv A i
okoto 100 razy wyzsza niz aktywno$¢ ECP. EDN jest identyczna z ,,niewydzielniczg”
RN-azg z watroby [72] i $ledziony oraz RNazg wystepujacg w moczu [83]. ECP
wystepuje w dwdch postaciach réznigcych sie stopniem glikozylacji i wydajnie
hydrotizuje tylko syntetyczne poli U i poli C, a w naturalnym RNA rozpoznaje
sekwencje polipirymidynowe [71].

Badania in vitro wykazaty, ze ECP w stezeniu 1CT7 M niszczy przywry Schi-
sostoma mansoni [26], a takze nicienie Brugici pahangi i Brugia malayi. Zaréwno
ECP, jak i EDN biorg udziat w zwalczaniu larw wiosnia kretego (Trichinella
spiralis) [27], przy czym ECP jest skuteczne w mniejszych stezeniach niz EDN.
Wyniki badar wskazujg, ze rysbazy te majg podobne dziatanie in vivo. Powierzchnia
pasozytow z rodziny Brugia jest obdarzona silnym tadunkiem ujemnym, co przy-
puszczalnie utatwia wigzanie dodatnio natadowanego ECP. Dziatanie omawianych
RN-azjest specyficzne, gdyz RN-aza A, pomimo wyzszej aktywnosci enzymatycznej,
nie wykazuje dziatania toksycznego wobec tych pasozytow.

Interesujacy jest fakt, ze do skutecznego dziatania ECP nie jest jednak konieczna
aktywnos$¢ rybonukleolityczna, gdyz dodanie inhibitora RNazy nie chronito pa-
sozytow przed jego dziataniem [27]. Wyjasnia to nizej przedstawiony mechanizm
dziatania ECP. Biatko to tworzy pory w btonie cytoplazmatycznej komérki docelowej,
co doprowadza do jej trwatej depolaryzacji, przy czym zdolno$¢ do wytwarzania
poréw jest niezalezna od skiadu lipidowego btony. Kanaty powstajag w btonie zbu-
dowanej z mieszaniny fosfolipidéw, z samej fosfatydyloetanoloaminy lub fosfa-
tydylocholiny oraz cholesterolu. Wykazano takze, ze pory te przepuszczaja jony
jedno- (K+, Na+, CI") i dwuwartoSciowe (Ca+2, Mg+7 EGTA"), a takze sacharoze
i glukozamine. Ponadto ECP, poprzez oddziatywanie z blong cytoplazmatyczna,
utatwia wnikanie EDN do komdrki docelowej [57].

ONKONAZA

Onkonaza (onconase, Pannon, P-30 protein), wystepujaca w oocytach i zarodkach
zaby Rana pipiens, jest rysbaza o wiasciwosciach neurotoksycznych i przeciwno-
wotworowych. Funkcja biologiczna i mechanizm dziatania tego biatka sg jak do-
tychczas stabo poznane [3] (tab. 1). Podobnie jak EDN i ECP oraz w podobnych
stezeniach wywotuje ona efekt Gordona. W odréznieniu od EDN i ECP aktywnas$é
neurotoksyczna onkonazy jest $cisle zwigzana z jej aktywnosciag rybonukleolitycing
[53].

Rozwdj komarek licznych linii ustalonych nowotworéw, m.in. biataczki HL-60,
nowotworu A-253 (wywodzgcego sie z Slinianki podzuchwowej) i gruczolaka jelita
grubego Colo320 CM, w obecnosci onkonazy zostajg zatrzymane w fazie Gj cyklu
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komorkowego [3]. Wzrost fibroblastow, keratynocytéw i limfocytéw z krwi ob-
wodowej byt zaktécony tylko w nieznacznym stopniu w szerokim zakresie stezeh
stosowanych do zwalczania komoérek nowotworowych. W badaniach klinicznych
nie stwierdzono powiktan neurologicznych podczas leczenia nowotworéw przy do-
zylnym podawaniu onkonazy (w stezeniu 960 pg/irT powierzchni ciata) [53].

Onkonaza jest biatkiem o wzglednej masie czagsteczkowej ok. 12 kD, nalezagcym
do nadrodziny RN-azy A i w ktérym podobnie jak w RN-azie A obecne sg cztery
wigzania disiarczkowe, z ktérych trzy sa podobnie zlokalizowane jak w czasteczce
RN-azy A, a jedno w potozeniu charakterystycznym dla onkonazy. W pordwnaniu
do RN-azy A, wczasteczce onkonazy zachowane sg obszary hydrofobowe i wszystkie
aminokwasy tworzgce centrum katalityczne [3, 53]. Obecno$¢ metioniny na N-korcu
zmniejsza aktywnos$¢ przeciwnowotworowg onkonazy [2]. Sekwencja aminokwa-
sowa tego biatka wykazuje 33% homologii do sekwencji biatek EDN i ECP oraz
30% podobienistwa do RN-azy A [3].

Dowiedziono, ze onkonaza wigze sie z zewnetrzng powierzchnig btony cyto-
plazmatycznej komérek ssakow, a w komdrkach biataczkowych linii H9 hamuje
prawie catkowicie replikacje wirusa HIV-1. Sadzi sie, ze czasteczki wirusa prze-
kraczajgc btone komoérkowa przenoszg onkonaze do wnetrza komérki, gdzie de-
graduje ona RNA, hamujgc tym samym replikacje wirusa.

Onkonaza jest stosowana w badaniach klinicznych do terapii zakazehn wirusowych
i odpornych na leczenie cytostatykami nowotworow, takich jak: nowotwory trzustki,
rak sutka i niektére typy nowotworow ptuc [9, 23].

Podobne wiasciwosci jak onkonaza wykazujg lektyny izolowane z zab Rana
japonica i Rana cateshiana, wykazujace pomiedzy sobg 80% homologii sekwencji
aminokwasowej i znaczng homologie do RN-azy A [14, 83]. Wiaza one specyficznie
glikoproteiny zawierajgce kwas sialowy, ktére wystepuja na powierzchni btony
cytoplazmatycznej wielu komaérek nowotworowych [83]. Sekwencje aminokwasowe
biatek onkonazy i lektyny z R. cateshiana sa w 53% zgodne. Sadzi sie, ze efekt
cytotoksyczny onkonazy polega na nastepujgcych po sobie etapach, tojest: wigzaniu
sie z receptorami btonowymi, internalizacji i unieczynnieniu rybosomoéw przez hy-
drolize 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), wystepuje tylko u tego gatunku, aczkolwiek homologiczne geny stwier-
dzono w komérkach jelenia, zyrafy i owcy [31]. Biatko to syntetyzowane jest
w pecherzykach nasiennych, a w nasieniu wystepuje w stezeniu do 1,5 mg/ml,
co stanowi 3% catkowitej zawartosci biatka w nasieniu [30].
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BS-RNaza wykazuje dziatanie przeciwnowotworowe i immunosupresyjne oraz
hamuje spermatogeneze [12, 34, 35, 40, 43]. Powoduje m.in. bardzo znaczne za-
hamowanie wzrostu komorek linni ustalonej 3T3 fibroblastéw mysich, transfor-
mowanych wirusem SV40, nie wptywajgc na komorki nietransformowane [60].
Stwierdzono, ze enzym ten hamuje proliferacje komérek nowotworowych pocho-
dzenia nabtonkowego indukowanych wirusem MSV - murine sarcoma virus, prze-
noszacym onkogen v-ki-ras (m.in. komdrek nabtonka tarczycy i ptuc) oraz dziata
in vivo na szczury z przeszczepialnym nowotworem wywotujgcym przerzuty do
ptuc. W organizmach myszy, ktérym przeszczepiono nowotwér ptuc Lewisa, BS-
RN-aza w dawce 20 (ig/g wagi ciata w 66% hamowata rozwéj nowotworu i po-
wstawanie przerzutdw [35]. Sadzi sie, ze toksyczno$¢ BS-RN-azy wobec komérek
nowotworowych moze by¢ spowodowana nizszg ekspresja w tych komoérkach na-
turalnego inhibitora RN-azy [51].

Wzgledna masa czagsteczkowa BS-RN-azy wynosi ok. 16 kD, a jej czasteczka
zawiera 150 aminokwasow. Jako jedyna RN-aza nalezaca do nadrodziny RN-azy
A, wystepuje w postaci dimeru (tab. 1). Taka strukture dimeru zapewniaja dwa
wigzania disiarczkowe (Cys-31 i Cys-32) oraz wigzania hydrofobowe [30, 31, 32,
56]. Monomery tego enzymu wykazujg 80% homologii sekwencji aminokwasowej
z RN-aza A i podobng strukture przestrzenng. Okazato sie, iz dziatanie biologiczne
wykazuje tylko struktura dimeryczna tego biatka [40, 84].

Dimery BS-RNazy wystepuja w dwéch formach molekularnych: MxM i M=M.
W formie MxM N-kohAcowe, a-helikalne fragmenty o dtugosci 17 aminokwaséw
sg utozone w taki sposob, ze centrum katalityczne sklada sie z czesSci pochodzacych
z obu podjednostek [2, 32, 33, 44, 51, 56] (rys. 1). W postaci M=M centrum
katalityczne zbudowane jest w catosci z aminokwaséw tworzacych te samg pod-
jednostke. Obie formy sg w stanie réwnowagi dynamicznej w proporcji MxM :
M=M jak 2 : 1 [12, 30, 31, 32, 51, 56]. Opisane zjawisko ma duze znaczenie
biologiczne, bowiem silnie redukujace srodowisko cytozolu powoduje redukcje wig-
zan disiarczkowych, nie powodujacjednak redukcji wigzan wewnatrzczasteczkowych
[31]. W takim $rodowisku forma M=M rozpada sie na monomery, ktére sg szybko
inaktywowane przez wystepujacy we wnetrzu komérek inhibitor RN-az, ktéry nie
hamuje jednak aktywnosci form dimerycznych. Forma MxM przyjmuje strukture
dimeru NCD (noncovalent dimer) utrzymywang przez oddziatywania niekowalen-
cyjne pomiedzy wzajemnie wymienionymi fragmentami N-koncowymi [32, 51, 56]
(rys. 2). Forma MxM odznacza sie wiekszg cytotoksyczno$cig niz forma M=M
[12], ajej aktywnos¢ jest modyfikowana kooperatywnie przez substrat [56]. Enzym
ten wykazuje najwieksze powinowactwo do 28S i 18S rRNA, stabiej natomiast
dziata na5S, 5.8S itRNA. Réwnoczesne zastosowanie kwasu retinojowego stukrotnie
wzmaga cytotoksyczne dziatanie BS-RN-azy [81]. Podobnie jak w przypadku on-
konazy, obecnos¢ metioniny na N-koncu (w pozycji -1) powoduje zmniejszenie
aktywnosci przeciwnowotworowej tego biatka [2].
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RYSUNEK 1. Stmktura hontodimeru BS-RN-azy: Poszcze-
g6lne podjednostki rozrézniono odcieniem, regiony o stru-
kturze a-heliksu i B-harmonijki zaznaczono wstega, regiony
o strukturze nieregularnej zaznaczono linia ciagta. W cen-
trum czagsteczki dimeru znajduja sie dwa wigzania disiarcz-
kowe (wg bazy danych SWISS-PROT, zmodyfikowano)
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BS-RN-aza wigze sie specyfi-
cznie z receptorami, ktére wyste-
puja licznie w macierzy poza-
komdrkowej [40]. Komérki no-
wotworowe rosngce w zawiesinie
wigzg bardzo niewielkie ilosci te-
go enzymu i stad sg oporne na
jego toksyczne dziatanie, podczas
gdy komorki rosngce w postaci
jednokomorkowej warstwy wigza
BS-RN-aze i sg przez to biatko
niszczone. Rdwnoczesnie stwier-
dzono, ze komorki nietransformo-
wane rowniez wiaza i wchianiaja
BS-RN-aze, jednak w tym
przypadku nie wykazuje ona
toksycznego dziatania  [40].
BS-RN-aza w postaci dimeru mo-
ze przenika¢ dwuwarstwe lipido-
wg, po czym wnika do aparatu
Golgiego [81], powodujgc agre-
gacje pecherzykéw fosfolipido-
wych i stabilizuje ich strukture
[32, 37].

Enzym ten niszczy plemniki w
kanalikach nasiennych, nie naru-
szajac jednakze spermatogonii i
innych komérek nabtonka ple-
mnikotwdérczego i stad wstrzyk-
niety dojrzatym samcom szczura
Powodule przejsciowg bezptod-
nos¢. Wykazano takze, ze wia-
sciwosci immunosupresyjne na-
sienja n ;
ciwciat sk'ierowanych przeciwko
BS-RN-azie. BS-RN-aza jest
cytotoksyczna wobec komoérek

zakazonych HIV-1 [84]. Interferon y, w stezeniu fizjologicznym, powoduje zwie-
kszenie aktywnos$ci S-RN-azy wobec dwuniciowego RNA. Poniewaz taki RNA
wystepuje w cyklu rozwojowym wielu wiruséw, moze to mie¢ zwigzek z prze-

ciwwirusowym dziataniem interferonu.
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RYSUNEK 2. Wzajemne przemiany form molekularnych BS-RN-azy. Poza komérkg forma MxM
pozostaje w réwnowadze z formg M=M. Obie formy przechodza przez btone komdrkowa, gdzie nastepuje
redukcja wigzan disiarczkowych. W przypadku homodimeru typu MxM (z wzajemna wymiang N-kon-
cow) jego struktura jest zachowana wewnatrz komorki, co zabezpiecza czagsteczke biatka przed inakty-
wacjg przez inhibitor cytoplazmatyczny. Dysocjacja formy M=M umozliwia wigzanie inhibitora (i)

ANGIOGENINA

Angiogenina jest jednym z wielu znanych czynnikow mogacych wywotaé an-
giogeneze m.in. podczas rozwoju zarodkowego, owulacji, implantacji, laktacji, od-
twarzania tkanek po zranieniu i stanach zapalnych, a takze podczas wzrostu
nowotworéw [11, 13, 83]. Podobnie dziatajg m.in. TGF b - transforming growth
factor hi, TNF - tumor necrosis factor, VEGF - vascular endothelial growth
factor, FGF - fibroblast growth factor.

Ludzka angiogenina, po raz pierwszy wyizolowana z hodowli komorek linii
nowotworowej HT-29 (nowotwdr okreznicy), jest biatkiem zbudowanym z 123
aminokwaséw [1] (tab. 1). Obecno$¢ angiogeniny zostata stwierdzona takze w su-
rowicy krwi, fibroblastach i watrobie [13, 48, 65]. Biatko to wykazuje ok. 35%
homologii sekwencji aminokwasow z RN-azg A i prawie niezmieniong strukture
centrum katalitycznego [1, 13]. Angiogeniny u réznych gatunkéw zwierzat maja
bardzo podobng strukture, a homologia sekwencji aminokwasowej angiogenin: my-
siej, kréliczej, wieprzowej i bydlecej w poréwnaniu do biatka ludzkiego wynosi
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odpowiednio: 75%, 73%, 66%, 65% [83]. Aminokwasy w pozycjach od 8 do 21
decydujg o specyficznosci oddziatywania angiogeniny z substratami, ligandami lub
receptorami. Sekwencja aminokwasowa tego regionu biatka, w dotychczas poznanych
angiogeninach jest wysoce konserwatywna [11]. Wymiana tych aminokwasow
na homologiczny region RN-azy A powoduje zmiane wiasciwosci biologicznych
tego biatka, prowadzac np. do dziesieciokrotnego zwiekszenia zdolnosci wywo-
tywania angiogenezy, nie wpltywajac réwnoczes$nie na aktywno$¢ enzymatycznag
wobec wiekszosci substratow (18S i 28S rRNA, tRNA). Tak zmieniona angiogenina
wykazuje ok. 30 razy mniejsza zdolno$¢ hamowania biosyntezy biatka in vitro,
podczas gdy RN-aza A, pozbawiona tego fragmentu aminokwasowego, nie ujawnia
zmian swoich wilasciwosci katalitycznych [11].

Mimo ze aktywno$¢ enzymatyczna angiogeniny jest 10506 razy nizsza od
aktywnosci RN-azy A [11], to jej efekt biologiczny ujawnia sie juz w matym
stezeniu [11, 65]. Angiogenina hydrolizuje wszystkie badane rodzaje RNA (tRNA,
18S i 28S rRNA, mRNA), aczkolwiek w literaturze przedmiotu zwraca sie uwage
na specyficzno$¢ hydrolizy rRNA [11] i tRNA [65].

Gen angiogeniny znajduje sie w chromosomie 14 w pasmie ql1—g13 [79] i
nie zawiera intronéw. Wystepuja w nim trzy powtérzone sekwencje Alu. Interesujace
jest to, ze rearanzacja gendw w tym regionie chromosomu jest czesto obserwowana
u ludzi chorych na ataxia teleangiectasia, u ktérych stwierdza sie nietypowy rozrost
naczyn krwionos$nych oraz defekty immunologiczne i neurologiczne [79].

Wykazano, ze angiogenina indukuje powstawanie naczyhn krwiono$nych w kos-
mdwce omoczniowej (chorioallantoic) zarodkéw kurczecia i w rogéwce oka szczura
w stezeniach porownywalnych do tych, ktére wywotujg inne czynniki angiogenezy
in vitro [14]. Angiogenina w $rédbtonku naczyn krwiono$nych aktywuje fosfolipaze
C i A2, indukuje powstawanie fosfatydyloinozytoli, diacylogliceroli oraz wydzielanie
prostacyklin [8]. Poniewaz maksymalna stymulacja komérek $rédbtonka do wy-
dzielania prostacyklin ujawnia sie ponizej stezenia angiogeniny we krwi, etapem
ograniczajgcym dziatanie tego biatka wydaje sie by¢ ekspresja receptora [8]. Re-
gulacja wydzielania prostacyklin w komorkach jest mechanizmem zabezpieczajgcym
naczynia krwionosne przed odktadaniem sie na ich wewnetrznych powierzchniach
ptytek krwi. Dowiedziono w badaniach in vitro, ze angiogenina wykazuje dziatanie
immunosupresyjne, hamuje namnazanie ludzkich limfocytéw stymulowanych przez
hemoaglutyning, konkawaline A i allogeniczne limfocyty [8, 11].

Ustalono, ze angiogenina nie wptywa na wzrost komérek linii nowotworéw lu-
dzkich [13], zarodkéw krowy i myszy oraz na spermatogeneze u myszy. W hodowli
komoérkowej, unieruchomiona na podiozu statym, powoduje przyleganie i rozwdj
komorek srodbtonka i fibroblastow [70]. Jak wykazano w doswiadczeniach in vitro,
komoérki wymagajace do wzrostu adhezji produkujg wieksze iloSci angiogeniny
[48]. Angiogenina wigze sie z macierzg pozakomérkowg (ECM), z ktérg w warunkach
prawidtowych nie ma kontaktu jako biatko osocza krwi. Z tego wzgledu przypuszcza
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sie, ze biatko to bierze udzial w naprawie uszkodzen naczyh krwionosnych, po-
wodujgc adhezje i migracje komorek [70].

Angiogenina dociera do komorki docelowej dzieki endocytozie, a nastepnie,
podobnie jak niektére inne czynniki angiogenezy, gromadzi sie w jaderku [13,
49]. Biatkiem wiazacym angiogenine jest a-aktyna [28, 49]. Angiogenina indukuje
polimeryzacje aktyny w stezeniach nizszych od optymalnego dla polimeryzacji spon-
tanicznej, co w konsekwencji moze spowodowa¢ zmiane ksztattu, migracje, pro-
liferacje i rédznicowanie komorki. Wynikiem tych zmian moze by¢ wytworzenie
naczynia wtosowatego. Reorganizacje pozakomdérkowej aktyny w srédbtonku ro-
géwki obserwowano podczas tworzenia i wzrostu naczyn [13, 28]. Angiogenina
oddziatywuje ze specyficznym receptorem przez inng domene biatka (aminokwasy
8 do 21) [11, 79] niz ta, ktéra stanowi centrum katalityczne (aminokwasy 60 do
68) [1, 8, 49, 61]. Prawdopodobnie w wyniku tego oddziatywania czasteczka an-
giogeniny tak zmienia swa konformacje (przemieszczenie GIn-117 w potozenie
podobne do wystepujacego w centrum katalitycznym RN-azy A), ze jej aktywnos¢
enzymatyczna wzrasta od 2 do 40 razy. Moze to mie¢ duze znaczenie w mechanizmie
jej dziatania [1], gdyz wykazano, ze efekt biologiczny tego biatka jest $cisle zwigzany
z jego aktywnos$cig rybonukleolityczng [11, 13, 61, 65, 66].

Duze zainteresowanie angiogening wynika z jej rdwnoczesnej aktywnosci rybo-
nukleolitycznej i immunosupresyjnej, poniewaz obie te aktywnos$ci moga wspot-
dziata¢ w rozwoju nowotworow [43].

IMMUNOTOKSYNY | ICH ZASTOSOWANIE

Immunotoksyny sg to biatka powstate w wyniku potaczenia in vitro przeciwciata
z biatkiem o wiasciwosciach toksycznych. Dziatanie takie wykazujg rysbazy po-
chodzagce z mikroorganizmow i roslin [80], a takze rysbazy zwierzece, zwigzane
ze specyficznymi przeciwciatami [16, 52, 63, 64, 83].

Chociaz naturalnie wystepujgce RN-azy m. in. trichosantyna, bryodyna i TAP
29 [80] sa wykorzystywane do zwalczania infekcji wirusowych, w tym wirusem
HIV-1 [78], to najwieksze nadzieje budzi mozliwos¢ konstruowania sztucznych
immunotoksyn i chimer biatek cytotoksycznych, dziatajagcych wybidrczo na komorki
nowotworowe. Biatka cytotoksyczne dziatajg katalitycznie, a nie stechiometrycznie
i wymagajg do swego dziatania internalizacji. Wtasciwosci te powinny zapewnié
przezycie komoérek zdrowych, nawet potozonych blisko skupiska komoérek nowo-
tworowych. Tego warunku nie spetniaja np. przeciwciata z przytgczonymi izotopami
promieniotwérczymi lub powierzchniowo czynnymi zwigzkami cytolitycznymi [63].

Immunotoksyny mogg by¢ wytworzone poprzez chemiczne potgczenie przeciw-
ciata i toksyny (np. monoklonalnego przeciwciata skierowanego przeciw transferynie
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lub antygenowi CD5 i RN-azy A [52, 63]) lub tez przez fuzje gendéw kodujacych
synteze tych biatek (np. genu kodujacego taincuch ciezki przeciwciata skierowanego
przeciw receptorowi transferyny i genu kodujgcego angiogenine [62, 63, 83]).

Niektére immunotoksyny wytworzone metodami chemicznymi okazaty sie nie-
aktywne, gdyz potaczenie toksyny z przeciwciatem prowadzito do zablokowania
centrum Kkatalitycznego. Aby tego unikng¢, skonstruowano homologi RN-azy A
zawierajgce dwie dodatkowe reszty cysteiny w tym samym miejscu co BS-RN-aza
(Cys-31 i Cys-32). Powstate biatko tworzyto aktywne katalitycznie homodimery,
podobne pod wzgledem struktury do BS-RNazy i cytotoksyczne wobec transfor-
mowanych nowotworowo fibroblastow [18].

Immunotoksyny dziatajg skutecznie w warunkach in vitro, natomiast in vivo
czesto wywotujg reakcje odpornosciowe, szczegdlnie jesli jedna z czesci sktadowych
immunotoksyny jest pochodzenia bakteryjnego lub roslinnego [63]. Powik}an tych
mozna uniknaé wykorzystujac ludzka RN-aze A i jej homologi, wystepujace
w warunkach prawidtowych w ptynach ustrojowych [52, 62, 63, 83]. Jednym z
takich przyktadéw jest immunotoksyna ztozona z RN-azy A i przeciwcial mo-
noklonalnych skierowanych przeciw receptorom transferyny lub antygenowi CD5
limfocytow T. Tak konstruowane biatka okazaty sie toksyczne wyltgcznie wobec
komérek majacych na swej powierzchni odpowiedni receptor. Immunotoksyny, za-
wierajgce przeciwciato przeciw receptorowi transferyny, byty toksyczne tylko wobec
ludzkich komérek K562, U251 i Jurkat [52, 63, 83] (rys. 3 A). Réwnie toksyczna
dla komdrek K562 okazata sie RN-aza A potgczona z transferyna.

Wytworzenie immunotoksyn poprzez fuzje genéw w niektorych przypadkach
nie dato oczekiwanych wynikéw. Uzyskiwano niski poziom ekspresji tych genow
przypuszczalnie spowodowany selekcjg komérek produkujgcych mate ilosci immu-
notoksyny lub eliminacjg komorek, ktére produkowaty wieksze ilosci toksyny. Me-
todg fuzji genéw skonstruowano silng toksyne przechodzaca przez btony komoérek
docelowych. Toksyna ta sktada sie z bamazy ( RN-azy z Bacillusamyloliquefaciens)
i czesci egzotoksyny PE (z Pseudomonas aeruginosa) [83]. Za pomoca fuzji genu
kodujgcego synteze przeciwciata przeciw fosfatazie alkalicznej z genem BS-RN-azy,
skonstruowano immunotoksyne skierowang przeciw komdrkom majgcym na swej
powierzchni tozyskowg fosfataze alkaliczng (rys. 3 B). Stwarza to mozliwo$¢ wy-
korzystania tego biatka w celach terapeutycznych, gdyz enzym ten ulega ekspresji
w komorkach wielu linii nowotworédw gonad [16].

Jedna z firm farmaceutycznych opatentowata technologie produkcji cytotoksyn
opartg na zmodyfikowanym genie rysbazy - geloniny (gelonin, RIP | otrzymanej
z nasion rosliny Gelonium multiflorum). Reszty cysteiny w otrzymanym w ten
sposob analogu geloniny, umozliwiaty wigzanie sie z biatkiem rozpoznajgcym spe-
cyficzny receptor. W tym samym patencie zastrzezono rowniez zmodyfikowane
sekwencje gendw momordyny (momordin) | i Il oraz RIP z jeczmienia
(barley ribosome-inactivating protein - BRIP) i immunotoksyny zbudowanej



460 A. SOBKOWIAK, A. WIERZBICKI, W. H. TRZECIAK

RYSUNEK 3. Schemat dziatania chimer cytotoksycznych rybonukleaz (cytotoxic ribonuclease chime-
ras, CRCs) i immunotoksyn: A - Dziatanie CRCs uzyskanych droga chemicznego potaczenia wigzaniem
disiarczkowym. Otrzymane biatko 454A12-RN-aza zbudowane jest z przeciwciata monoklonalnego
(mAb) 454A12, skierowanego przeciw receptorom ludzkiej transferyny (TR) i RN-azy A. Receptor
transferyny wystepuje w komérkach nowotworowych K562 (human erythroleukemia-derived cell line),
U251 (thuman glioblastoma) i Jurkat (human leukemia T cell line). B - Dziatanie immunotoksyny
otrzymanej droga fuzji genéw kodujacych przeciwciato (scFv - single-chain antibody) uzyskane z 1gG
H17E2, skierowane przeciw antygenowi ludzkiej zasadowej fosfatazy tozyskowej (hPLAP) i genu
RN-azy z nasienia byka (BS-RN-azy). Otrzymane biatko scFv-BSRN-aza wystepuje w formie dimeru.
Ekspresja zasadowej fosfatazy tozyskowej nastepuje w ludzkich nowotworach jajnikéw ijader. Uzyska-
ne w ten sposob biatka cytotoksyczne tacza sie z antygenami na powierzchni komorek docelowych, w
nieznany dotychczas sposéb wnikajg do cytozolu i przypuszczalnie hydrolizujac RNA, doprowadzajg
do $mierci komorek

z GLIOMAB-H - przeciwciata skierowanego przeciw glejakowi, czerniakowi zto-
Sliwemu i nowotworowi nadnerczy. Immunotoksyna ta zawiera przeciwciato o
100% homologii do ludzkiej sekwencji aminokwasowej przeciwciat i jest juz sto-
sowana w terapii (informacja biezaca - patent).

W ostatnich latach prowadzono intensywne badania immunotoksyn (ktérych
sktadnikiem byta czesto gelonina [5, 20, 29,75]), wykazujacych wybidrcze dziatanie
na komadrki nowotworowe [15, 41, 42, 69]. Doswiadczenia in vitro wykazaty, ze
immunotoksyny te w przysztoSci mogtyby byé zastosowane w leczeniu gruczo-
lakoraka ptuc [69], biataczki szpikowej [54, 82], chtoniaka [54] lub czerniaka zto-
Sliwego [59]. Polaczenie geloniny z monoklonalnym przeciwciatem skierowanym
przeciw glikoproteinie gp 240, wystepujacej na powierzchni wiekszosci komérek
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czerniaka, niszczy komdérki tego nowotworu [50]. Podobnie gelonina, potgczona
z przeciwciatem rozpoznajagcym antygen CD33, stanowi potencjalny lek w terapii
biataczki szpikowej [45]. Z kolei przeciwciato 15A8 potaczone z geloning moze
by¢ w przysztosci zastosowane w terapii raka sutka [58]. Badania in vitro potwierdzaja
wybiércza cytotoksyczno$¢ potaczen geloniny z interleuking 2 w stosunku do ko-
morek wykazujacych ekspresje receptora tej interleukiny [46].

Wyniki badan wskazujg tez na mozliwos$¢ zastosowania immunotoksyn zawie-
rajagcych gelonine w leczeniu innych schorzen, takich jak np. zapalenia nerek o
podtozu autoimmunizacyjnym [47], malarii [73] i niszczeniu komorek zainfeko-
wanych cytomegalowirusem [4]. Skonstruowano immunotoksyny ztozone z prze-
ciwciata skierowanego przeciw komoérkom T i geloniny badz rycyny [7, 24] oraz
geloniny i przeciwciata skierowanego przeciw alfa-fetoproteinie [42], a takze po-
taczenia geloniny z innymi przeciwciatami [6, 19].

Obecnie rozpoczeto badania nad tworzeniem hormonotoksyn. W skiad tych biatek
wchodzi gelonina i owcza lutropina (oLH) [67, 68]. Takie potaczenia mogtyby
byé w przysztosci stosowane do niszczenia specyficznych komérek docelowych
w gonadach [38].

Skonstruowano réwniez immunotoksyny, w ktérych sktad wchodzi tahncuch A
rycyny i rézne przeciwciata np. przeciw ludzkim limfocytom [10], ktére mogtyby
znalez¢ zastosowanie w leczeniu chorob wywotanych nadmierng proliferacjg lim-
focytéw [55, 85]. Bada sie takze immunotoksyny zawierajgce taficuch A rycyny
i przeciwcialo RFT5 z nadziejg ich zastosowania w terapii chioniaka Flodgkina
[22], przeciwciatlo N901 testowane w leczeniu raka ptuc [17, 36] lub przeciwciato
CD7 sprawdzane w terapii ostrej biataczki limfocytarnej [77]. W terapii biataczki
moze tez znalez¢ zastosowanie nowa klasa biatek cytotoksycznych uzyskanych
dzieki potgczeniu faincucha B rycyny z interleuking-2 [25].

Immunotoksyna ztozona z taficucha A rycyny i przeciwciata 4197X hamuje
podziaty ludzkich komérek nabtonka soczewki oka in vitro. W przysztosci, by¢
moze, znajdzie zastosowanie w zapobieganiu powiktaniom po operacyjnym leczeniu
zacmy [74].

Do leczenia miastena Gravis skonstruowano immunotoksyny skladajgce sie z
receptora acetylocholiny potgczonego z taricuchem A rycyny lub z izotopem jodu
[1251]. Préby laboratoryjne in vitro i in vivo na szczurach zakoriczyty sie powo-
dzeniem, a obecnie prowadzone sg wstepne badania nad ewentualnym Kklinicznym
zastosowaniem tych immunotoksyn [21, 76].

Prowadzone sg takze prace nad wykorzystaniem rysbaz - rycyny i EDN w wy-
tworzeniu immunotoksyn drugiej generacji - otrzymanych w wyniku fuzji zmu-
towanych genoéw toksyn i przeciwciata. Celem tych badan jest uzyskanie duzej
specyficznosci ich dziatania. Juz obecnie trwajg proby ich wykorzystania przy prze-
szczepach szpiku kostnego i w zwalczaniu nowotworéw mozgu [84].
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UWAGI KONCOWE

Omowione rysbazy wystepujace w organizmach ludzkim i zwierzecych maja
wiasciwosci neurotoksyczne, angiogeniczne, immunosupresyjne, antywirusowe i
ochraniajgce organizm przed pasozytami. Jednak cechg wspolng prawie wszystkich
rysbaz jest ich cytotoksycznos¢, ktdra jest wynikiem ich aktywnosci rybonukleo-
litycznej. Wiasciwosci te moga by¢ w przysztosci wykorzystane do zwalczania
nowotworéw, komérek zainfekowanych wirusami oraz w leczeniu innych chorob.

Szczegoblnie zastosowanie rysbaz w tworzeniu immunotoksyn i innych biatek
chimerycznych, selektywnie niszczacych komorki moze mie¢ w przysztosci duze
znaczenie w medycynie.

W ostatnich latach poszukuje sie nowych substancji aktywnych biologicznie
o cechach rysbhaz, ktére wykazuja dziatanie cytotoksyczne i moga by¢ zastosowane
jako sktadniki immunotoksyn. Trwajg tez badania nad modyfikacja znanych juz
ryshaz, ktére pozwolg na uzyskanie biatek o lepszych wiasciwosciach terapeuty-
cznych.
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PATOLOGIA MOLEKULARNA CHOROBY
CHARCOT-MARIE-TOOTH*

THE MOLECULAR PATHOLOGY OF CHARCOT-MARIE-TOOTH
DISEASE
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.Srre.yzczeme: Choroba Charcot-Marie-Tooth (CMT)jest najczestszg polineuropatig genetycznie uwarun-
kowang. W przeciwienstwie do stosunkowo jednorodnego obrazu klinicznego podtoze molekularne
choroby Charcot-Marie-Tooth jest bardzo ztozone. Choroba dziedziczy sie w sposéb autosomalny
dominujacy, autosomalny recesywny oraz jako cecha sprzezona z chromosomem X. Obecnie znane sg
trzy geny odpowiedzialne za fenotyp choroby CMT. W pracy zostata oméwiona patologia molekularna
choroby CMT poczawszy od gendw przez biatka i ich funkcje, a skonczywszy na efekcie fenotypowym.

Stowa 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.

WSTEP

Choroba Charcot-Marie-Tooth (CMT) [8,13,39] jest najczestsza dziedziczng
polineuropatig (1 na 2500 urodzen). Klinika choroby w przeciwienstwie do bardzo

*Prace wykonano w ramach studium doktoranckiego
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ztozonego podtoza molekularnego wydaje sie byé stosunkowo jednorodna. Sktadaja
sie na nig zaniki miesni konczyn dolnych, w szczeg6lnosci dotycza one miesni
strzatkowych oraz miesni stdp. Do zanikdw miesniowych koriczyny dolnej dotaczaja
zaniki miesni rgk. U podtoza zanikéw lezy upo$ledzenie przewodnictwa impulsu
w nerwach obwodowych.

W zalezno$ci od podtypu choroby CMT dotgczajg sie dodatkowe objawy Kkli-
niczne. | tak do objawéw rzadszych naleza: porazenie nerwu przeponowego, sko-
lioza, zaburzenia rytmu serca, zaburzenia motoryki przewodu pokarmowego. Wiek
wystgpienia pierwszych objawow moze by¢ rézny. W najczestszym podtypie-
CMT1A choroba zaczyna sie w pierwszych dwdch dekadach zycia. W podtypach
zwigzanych z mutacjami punktowymi CMT1B, CMT1C, CMTX przebieg bywa
bardzo ciezki, a poczatek choroby przypada na wczesne dziecinstwo. Celem ni-
niejszej pracy jest przedstawienie ztozonego podtoza molekularnego choroby CMT,
poczawszy od wielkiej duplikacji (1,5 min par zasad), a skoficzywszy na mutacjach
punktowych genéw: PMP22, PO, Cx32.

KLASYFIKACJA CHOROBY CHARCOT-MARIE-TOOTH

Choroba CMT jest heterogenna genetycznie, dziedziczy sie autosomalnie do-
minujgco, autosomalnie recesywnie oraz jako cecha sprzezona z chromosomem
X. Typ autosomalny dominujacy (CMT1) jest najczestszy i dzieli sie na podtypy:
CMT1A, CMTIB oraz CMTI1C.

Podtyp CMTL1A jest najczesciej spotykang forma choroby i jest sprzezony z
chromosomem 17 ( 17pl 1.2pl2) [25,29,46]. Podtyp CMT1B jest sprzezony z chro-
mosomem 1(1¢21.2¢q23) [6], apodtyp CMTL1C niejest sprzezony ani zchromosomem
1, ani z 17 [7]. Wyrodznia sie réwniez typ CMT2, ktory dzieli sie na dwa podtypy
CMT2A-locus 1p35p36[3,4] oraz CMT2B-locus 3g[22]. Forma autosomalna re-
cesywna (CMT4A) jest stosunkowo rzadka i jest sprzezona z chromosomem 8
(8q9139g21.1) [2]. Typ CMTX jest sprzezony z chromosomem X (Xq13.1) [14].

Klasyfikacja choroby CMT nie jest zamknieta, gdyz wcigz odkrywane sg nowe
loci sprzezone z CMT.

PODLOZE MOLEKULARNE TYPU CMTI1A

W typie pierwszym, najczestszym, okreslanym jako CMT1A dochodzi do du-
plikacji odcinka DNA znajdujacego sie w krétkim ramieniu chromosomu 17 w
regionie pl 1.2-p.12 [26]. Wielkos¢ duplikacji w tym regionie wynosi okoto 3 min
par zasad. Odcinek DNA podlegajacy duplikacji jest zawarty miedzy sekwencjami
mikrosatelitamymi wystepujacymi zaréwno proksymalnie, jak i dystalnie w stosunku
do niego. Homologia miedzy sekwencjami wystepujagcymi proksymalnie i dystalnie
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RYSUNEK 1. Klasyfikacja choroby Charcot-Marie-Tooth, skréty: 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 wielkosci
3 min par zasad w 17p dochodzi w czasie profazy | podziatlu 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 biatko o tej samej nazwie. Biatko PMP22 [28, 42,44,47,48] stanowi 2-3%
zawartosci biatkowej ostonek mielinowych w obwodowym ukladzie nerwowym.
PMP22 ulega ekspresji w wielu tkankach. Obecnie przypisuje sie dwie oddzielne
funkcje biatku PMP22. Pierwsza to rola PMP22 w rozwoju embrionalnym -
m RNA biatka PMP22 pojawia sie w zarodku mysim w tkankach pochodzenia
ektodermalnego, mezodermalnego i entodermalnego. Sugerowana rola PMP22 w
obwodowym uktadzie nerwowym miataby polega¢ na kontroli procesu mielinizacji
nerwow obwodowych. Wyktadnikiem morfologicznym patologicznej funkcji biatka
PMP22 w CMT sa tzw. struktury cebulowate (ang. onion bulbs), ktére obserwuje
sie w mikroskopie $wietlnym, w preparatach biopsyjnych miesni oséb chorujacych
na CMT1 A. Sg to koncentrycznie zbudowane struktury, w srodku ktorych znajduje
sie widkno mielinowe, a wokdt naprzemiennie utozone sg warstwy kolagenu i wy-
pustek Schwanna [17]. Wyktadnikiem elektrofizjologicznym zaburzenia mielinizacji
w obwodowym ukladzie nerwowym jest zwolnienie przewodnictwa nerwowego
w nerwie posrodkowym ponizej wartosci granicznej 38 m/s [17].
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GEN | BIALKO PO

Gen, ktérego mutacje prowadzg do CMT1B, to gen PO znajdujacy sie w chro-
mosomie 1, w regionie q22-923 [16,23,30]. Gen PO koduje biatko o tej samej
nazwie. Strukturalnie biatko PO nalezy do klasy immunoglobulin. Biatko PO ma
réwniez wiasnosci biatka adhezyjnego [10,12,38,43,47]. Na podstawie modelu zwie-
rzecego sugeruje sie, ze podstawowg funkcjg biatka PO jest utrzymywanie pra-
widtowej cyklicznej, warstwowej struktury ostonki mielinowej nerwu obwodowego.
W przypadku braku biatka PO dochodzi do zatarcia dense ling ostonki mielinowej
oraz do zaburzenia warstwowej struktury ostonki mielinowej. Obserwuje sie nie-
prawidtowa strukture mieliny oraz przyspieszong demielinizacje. Podobnie jak w
CMT1A, badaniem w mikroskopie $wietlnym stwierdza sie struktury cebulowate.
Jak dotychczas znaleziono kilka mutacji punktowych w genie PO zwigzanych z
CMT1B [16,21,24,41]. Wiekszo$¢ mutacji genu PO to mutacje punktowe dotyczace
domeny zewnatrzkomérkowej - odpowiadajacej za wtasnosci adhezyjne biatka PO.
Efektem jednej z mutacji jest zamiana jednego aminokwasu w dojrzatym biatku
PO, ktéra najprawdopodobniej zaktéca modyfikacje biatka PO zachodzace w apa-
racie Golgiego okreslane jako dojrzewanie biatka.

Nastepne dwie mutacje punktowe prowadzg do powstania ,,kodonéw stop”,
czego efektem jest powstanie rozpuszczalnej formy biatka PO zawierajagcej tylko
cze$¢ zewnatrzkomdrkowa. Delecja 3 par zasad w genie PO, ktdrej efektem jest
brak seryny w biatku, prowadzi réwniez do fenotypu CMT1B.

ROLA KONEKSYNY 32 W CMTX

W roku 1987 opisano nowy sposéb dziedziczenia choroby Charcot-Marie-Tooth
[5,9,37,40]. W tym wypadku choroba dziedziczy sie w spos6b recesywny sprzezony
z chromosomem X.

Gen, ktérego mutacje sa odpowiedzialne za powstanie CMTX zlokalizowano
w pericentrycznym regionie ramienia dtugiego chromosomu X. Gen Cx32 koduje
biatko o0 nazwie koneksyna 32. Koneksyna 32 nalezy do duzej klasy biatek zwanych
koneksynami. Koneksyny majg zdolno$é oligomeryzacji, ktorej efektem jest wy-
tworzenie struktur wyzszego rzedu, tzw. koneksonéw. W koneksonie sktadajgcym
sie z 6 koneksyn mogg znajdowaé sie identyczne (homoheksamer), jak i rézne
koneksyny (heteroheksamer). Koneksony sa kanatami jonowymi o wybidrczej prze-
puszczalnos$ci, warunkujgcymi przeptyw jonoéw, wtérnych przekaznikow oraz me-
tabolitéw komérkowych o masie czasteczkowej nie wiekszej niz 1 kDa. Koneksony
zostaty zaklasyfikowane do grupy potaczen typu gap. Koneksony zbudowane z
koneksyny 32 wystepujg w centralnym i obwodowym uktadzie nerwowym. Mutacje
punktowe w genie Cx32 prowadzg do zaburzenia struktury podjednostek wcho-
dzacych w sktad koneksonu. Tak zaburzona struktura koneksonu uposledza przeptyw
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jonéw w kanatach jonowych na poziomie komérkowym. Zwielokrotnienie zaburzen
przewodnictwa w kanatach jonowych manifestuje sie jako upos$ledzenie przewod-
nictwa nerwowego w nerwie obwodowym. Jak dotychczas poznano kilkanascie
réznych mutacji punktowych genu Cx32 [11,18,32]. Wiekszos¢ z nich to mutacje
nonsensowne, ktérych efektem jest powstanie niefunkcjonalnego biatka - koneksyny
32.

MODELE ZWIERZECE CHOROBY CHARCOT-MARIE-TOOTH

Modelem zwierzecym choroby CMT1 jest mysz ,, Trembler”. Klinicznie u myszy
»irembler” wystepujg objawy polineuropatii, tj. niestabilny chdd, drzenie mies-
niowe, porazenie czterokonczynowe. W badaniu patomorfologicznym nerwoéw ob-
wodowych myszy ,,Trembler” stwierdza sie:

- hypomielinizacje,

- brak mielinizacji niektorych witokien,

- scieficzenie ostonki mielinowej,

- obecnos¢ struktur typu cebulowatych oraz

- zaburzenie warstwowej struktury ostonki mielinowej.

Mutacje punktowe w genie PMP22 u myszy Trembler sg identyczne z mutacjami
punktowymi w genie PMP22 u pacjenta z ciezkg postaciag CMT. W przypadku
myszy heterozygotycznych PMP22 pod wzgledem zmutowanego allelu neuropatia
rozwija sie z pewnym opo6znieniem. Przewodnictwo nerwowe nie jest upo$ledzone,
natomiast zmiany anatomopatologiczne sg stabo wyrazone lub ich nie ma. llos¢
biatka PMP22 w postaci heterozygotycznej wydaje sie by¢ wystarczajgca do pier-
wotnej mielinizacji,natomiast niewystarczajgca do utrzymania prawidtowej struktury
mieliny w zyciu osobniczym. Podobnie do myszy Trembler myszy homozygotyczne
pod wzgledem zmutowanego allelu genu PO rozwijaja polineuropatie o bardzo ciez-
kim przebiegu. Mofologicznie obserwuje sie degradacje ostonek mielinowych, stru-
ktury cebulowate oraz zatarcie struktury warstwowej ostonki mielinowej
[1,15,27,45].

PODSUMOWANIE

Obecny stan badan ukazuje bogaty i r6znorodny obraz patologii molekularnej
choroby CMT. Tak r6zne mechanizmy, jak duplikacja wielkosci 1,5 min par zasad
czy pojedyncze mutacje punktowe, prowadza do jednego wspdlnego fenotypu cho-
roby. Podziat choroby Charcot-Marie-Tooth opierajacy sie sie na kryteriach pa-
tologii molekularnej wydaje sie mie¢ swoje praktyczne uzasadnienie. Poznanie coraz
to nowych czynnikébw w patologii molekularnej bedzie podstawg prawidtowego
poradnictwa genetycznego dla rodzin ryzyka. Jak dotychczas o rozpoznaniu de-
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cydowaly: rozpoznanie kliniczne, elektromiograficzne oraz biopsja miesnia. Wzbo-
gacenie zestawu badan o nowe techniki pozwalajace na wykazanie zmian na
poziomie DNA (FISH, PCR) hybrydyzacja Southerna otwiera mozliwos$ci bardzo
wczesnego i precyzyjnego diagnozowania choroby.

Dzieki takiemu podejsciu diagnostycznemu mozna precyzyjnie okresli¢ nosi-
cielstwo patologicznego genu w rodzinach ryzyka, szanse posiadania zdrowego
potomstwa itp. Innymi stowy genetyka medyczna zyskuje nowe narzedzie badawcze.

Niestety, podobnie jak w innych chorobach genetycznych istniejg bardzo ogra-
niczone mozliwosci terapeutyczne. Na obecnym etapie rozwoju genetyki mole-
kularnej nie mozna méwi¢ o skutecznej terapii genowej w zadnym ze schorzeh
genetycznych. Z drugiej jednak strony dokladne poznanie patogenezy stanowi pier-
wszy krok do opracowania skutecznej terapii genowe;j.

Rozwdj badan nad chorobg CMT poszerza ponadto znacznie zakres naszej
wiedzy na temat mechanizméw molekularnych prowadzacych do choréb uwarun-
kowanych genetycznie.
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SPRAWOZDANIE
Z DZIALALNOSCI ZARZADU FUNDACJI BIOLOGI KOMORKI
| BIOLOGII MOLEKULARNEJ
ZA OKRES OD STYCZNIA DO GRUDNIA 1997

W obecnym okresie sprawozdawczym Zarzad dziatat w skladzie: Jerzy Kawiak -
prezes, Maciej Nalecz - wiceprezes, Maciej Zabel - sekretarz. Odszedt od nas dr Maciej
Kawalec, ktéry zmart pod koniec 1996 r., a na Jego miejsce skarbnikiem zostata dr Joanna
Liwska. Sktad Rady Fundacji nie zmienit sie: Zofia Osuchowska - przewodniczaca,
cztonkowie: Tadeusz Cichocki, Antoni Horst, Jozef Katuza, Aleksander Koj, Wiodzi-
mierz Korohoda, Andrzej tukaszyk, Andrzej Mysliwski, Maria Olszewska, Aleksandra
Stojatowska, Jan Steffen. Zarzad pracowat spotecznie. Kadencja Zarzadu uptywa w roku
1999.

W pracy Zarzadu uczestniczyly panie: Ewa Prochniewicz - ksiegowa oraz Barbara
Miks, Danuta Wasilewska w rozprowadzaniu zeszytow ,,Postepéw Biologii Komorki”.
Zarzad skfada tym osobom serdeczne podziekowania.

1. Dziatalno$¢ wydawnicza

Jest to gtéwny zakres dziatania Zarzadu Fundacji. Fundacja wspiera wydawanie
czasopism: ,,Folia Histochemica et Cytobiologica” oraz ,,Postepy Biologii Komorki”.

A. Folia Histochemica et Cytobiologica

Czasopismo ukazywato sie regularnie w dotychczasowej formie odpowiadajacej stand-
ardom miedzynarodowym. Wprowadzono zwyczaj publikowania artykutéw przeglado-
wych pisanych przez wybitnych specjalistow. Sktad i druk czasopisma odbywa sie w
Krakowie. Merytoryczna piecze i decyzje o sktadzie redaktordw ma Polskie Towarzystwo
Histochemikdw i Cytochemikdw. Od 1995 roku Towarzystwo jest formalnym wiascicie-
lem czasopisma. Wydawanie czasopisma odbywa sie z pomocg finansowg Komitetu
Badan Naukowych oraz z funduszy zebranych ze sprzedazy czasopisma. Otwarto subkon-
to Fundacji w PKO SA w Krakowie dla utatwienia Redaktorom prowadzenia czasopisma.
Wspédtpraca Fundacji z Redaktorami prof. dr hab. J. Litwinem i doc. dr hab. B. Bilinska
uktada sie bardzo dobrze.

Artykuty z ,,Folia” sg indeksowane w: Medline, Biological Abstracts, ExcerptaMedica,
Index Medicus, SciScarch, Research Alert.

B. Postepy Biologii Komdrki

Czasopismo ukazywato sie regularnie w dotychczasowej formie. W dalszym ciggu
wydawano suplementy. Ukazaty sie dwa suplementy:

- suplement 8pt. ,,Mechanizmy regulacji ekspresji gendw, cze$¢ 2” pod redakcijg prof.
Z. Wasylewskiego zawiera materiaty z konferencji ,,Rabka 1997 Instytutu Biologii
Molekularnej UJ ijest kontynuacjg omawiania zagadnieri dotyczacych ekspresji genéw
(czes¢ pierwsza zawierat suplement 7 pod redakcja Jacka Kuznickiego);

- suplement 9 pt. ,,Ultrastruktura i funkcjajgdra komérkowego. Wybrane zagadnienia”
pod redakcjg prof. S. Bilinskiego; sg to wyktady wygtoszone podczas 27 Konferencji
Biologii Komorki 1997 tradycyjnie organizowanej wspolnie przez zarzady Polskiego
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Towarzystwa Anatomicznego, Polskiego Towarzystwa Histochemikdw i Cytochemikow,
Fundacje Biologii Komorki i Biologii Molekularnej oraz Redakcje ,,Postepéw Biologii
Komorki” pod koniec roku.

Skiad czasopisma odbywa sie w dalszym ciggu w Wydawnictwie Fundacji ,,Rozwoj
SGGW” w Warszawie, a f-ma ,,Script” pomaga w skladzie czasopisma i wspomaga
wspotprace z drukarniami.

Merytoryczng piecze nad ,,Postepami” maod 25 lat Polskie Towarzystwo Anatomiczne
oraz od 4 lat Polskie Towarzystwo Biologii Komorki. Tytut wiasnosci czasopisma
»Postepy Biologii Komérki” ma Fundacja Biologii Komérki i Biologii Molekularnej.
Wydawanie czasopisma odbywa sie z finansowa pomoca Komitetu Badan Naukowych
oraz z funduszy zebranych ze sprzedazy czasopisma.

2. Wyrdéznienia

W dalszym ciggu dziatata stata Komisja Nagréd Fundacji pod przewodnictwem prof.
Zofii Osuchowskiej. Cztonkami Komisji sg: prof, dr Barbara Sztabert-Grzelakowska, dr
hab. Agnieszka Mostowska, prof, dr Hieronim Bartel, prof. dr Stanistaw Moskalewski,
prof, dr Jerzy Kawiak.

Komisja opracowata regulamin dorocznej nagrody Fundacji. Konkurs nagréd w 1997
r. zostat ogtoszony w ,,Postepach Biologii Komorki”, w ktorych ogtoszono tez regulamin
nagrody. W roku 1996 nagrodzono prace W Diakowskiego i A. F. Sikorskiego pt.
,Interaction ofbrain spectrin (fodrin) with phospholipids” ogtoszong w Biochemistry r.
34, 13252-13258, 1995, a w 1997 r. nagrodzono prace Marii Siweckiej pt. ,,Purification
and some properties ofa novel dsRNA degrading nuclease bound to rye germ rybosomes™
ogtoszong w Acta Biochimica Polonica v. 44, 61-68, 1997.

W dniu 25 lipca 1997 r. w obecnos$ci prof. dr Z. Osuchowskiej, ksiegowej p. Ewy
Prochniewicz iprezesaJ. Kawiaka odbyto sie przekazanie informacji o stanie finansowym
Fundacji nowemu skarbnikowi p. Joannie Liwskiej (zat.). Zarzad Fundacji wystapit do
Komitetu Badar Naukowych o dotacje na dalsze wydawanie obu czasopism w roku 1998
i dotacje te otrzymat. Fundatorzy Fundacji w osobach: prof, dr Tadeusz Cichocki, prof,
dr Andrzej tukaszyk, prof, dr Andrzej Mysliwski sg co roku proszeni o kontrole finanséw
Fundacji.

Zarzad korzysta z kserokopiarki, ktdra jest wtasno$cia Fundacji oraz przeznacza czesé
funduszy na opfaty pocztowe oraz zakup materiatdbw biurowych koniecznych do prowa-
dzenia dziatalnosci biezgcej. W 1997 r. zostat tez zakupiony komputer dla redakcji ,,Folia”
w Krakowie.

Poprzednie sprawozdanie Fundacji byto opublikowane w ,,Postepach Biologii Komor-
ki’ t. 23, s. 717-721, 1996.

Prezes Fundacji Wiceprezes Sekretarz
Jerzy Kawiak Maciej Natecz Maciej Zabel
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Zatacznik do Sprawozdania
PROTOKOL

Z posiedzenia cztonkow Rady Fundacji Biologii Komérki i Biologii Molekularnej w dniu
25.07.1997 w Zaktadzie Cytologu Klinicznej CMKP, Warszawa

Obecni: prof. dr hab. Zofia Osuchowska - przewodniczaca Rady Fundacji, doc.
dr hab. Joanna Liwska - cztonek Zarzadu, p. Ewa Préchniewicz - ksiegowa, prof.
dr hab. Jerzy Kawiak - prezes Fundaciji.

Sprawdzono stan kasy i konta bankowego w Banku PKO SA 1V Oddz. Warszawa
od stycznia 1997 r. do 25 lipca 1997 r.

1. Stwierdzono, ze:

- saldo koncowe wynosi w Warszawie konto - 22 386,53 zi, subkonto -
50 000,00 zt, w Krakowie subkonto - 14 134,33 zk

- na wydanie 3 zeszytéw ,Postepéw Biologii Komorki” w 1997 r. wydano -
10 430,00 zk

- rachunki byty prowadzone prawidtowo.

2. Postanowiono zwr6ci¢ sie do Redakcji ,,Folia Histochemica et Cytobiologica”
z prosha o przystanie rachunkéw ew. kopii rachunkéw za wydanie 3 zeszytéw
LFolii” w 1997 r.

3. Sadzimy, ze finanse Fundacji pozwalajg na wydanie czwartego zeszytu ,,Po-
stepow” z 1997 r. oraz suplementéw 8 i 9 /1997.

4. Postanowiono zwrdci¢ sie do KBN o dotacje na rok 1998 na wydanie obu
czasopism w roku 1998.

Warszawa 25 lipca 1997 r.
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KOMUNIKATY

IV KONFERENCJA POLSKIEGO TOWARZYSTWA CYTOMETRR
PRZEPLYWOWEJ

Konferencja nt. ,,Cytometria przeptywowa w badaniach naukowych i diagno-
styce” odbedzie sie w Gdarnsku w dniu 18 pazdziernika 1998 roku. W programie
przewidujemy wystapienia zaproszonych gosci oraz sesje plakatowa. Wyktadowcami
bedg: Zbigniew Darzynkiewicz (Nowy Jork, USA), Jim Watson (Cambridge, W.
Brytania), Carleton Stewart (Buffalo, USA), Paul Robinson {West Lafayette, USA),
David Hedley {Toronto, Kanada), Jan Kapuscinski {Gdansk, Polska).

Bezposrednio po Konferencji wdniach 18-21 pazdziernika zostang zorganizowane
warsztaty metodyczne z udzialem zaproszonych wykladowcow. Konferencja oraz
warsztaty beda prowadzone w jezyku angielskim. Liczba uczestnikéw warsztatow
jest ograniczona, prosimy zatem o oddzielne zaznaczenie zamiaru udziatu w tej
czesci Konferencji. Osoby zainteresowane udziatem prosimy o nadsytanie zgtoszen
uczestnictwa w terminie do 30 kwietnia 1998 roku na adres Komitetu Organiza-
cyjnego:

Dr hab. Jacek Bigda Prof, dr hab. Andrzej MySliwski
Sekretarz Komitetu Organizacyjnego Przewodniczacy Komitetu Organizacyjnego
Katedra Histologii i Immunologii AM Gdansk E-mail: anmys@amed01 .amg.gda.pl

ul. Debinki 1, 80-211 Gdansk
tel/fax 058-3023673
e-mail: jjbigd@amed0l.amg.gda.pl

Ponizszyformularz prosze odcigé i przesta¢ na adres Komitetu Organizacyjnego

Zgtoszenie uczestnictwa
w IV Konferencji Polskiego Towarzystwa Cytometrii Przeptywowej

Imie i nazwisko

Adres

Jestem zainteresowanaly/ udziatem w warsztatach metodycznych (wiasciwe za-
kreslic):
tak / nie

podpis


mailto:jjbigd@amed01.amg.gda.pl
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VII OGOLNOPOLSKA KONFERENCJA BIOLOGII KOMORKI
THE VIITH POLISH CONFERENCE ON CELL BIOLOGY

Uprzejmie informujemy, ze VII Ogo6lnopolska Konferencja Biologii Komorki
zostanie zorganizowana w 1999 roku , w dniach 9 ($roda) do 12 (sobota) wrzesnia,
w Krakowie.

Za organizacje Konferencji z upowaznienia Polskiego Towarzystwa Biologii Ko-
marki  odpowiedzialni beda profesorowie: Tadeusz Cichocki, Wtodzimierz Ko-
rohoda i Stanistaw Przestalski.

Zainteresowanych prosimy o $ledzenie dalszych komunikatéw.

First Announcement. The VIIth 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, Wto-
dzimierz Korohoda and Stanistaw Przestalski have been chosen by the Polish Cell
Biology Society.

Please keep attention to the forthcoming communicates.

XXX KONFERENCJA NAUKOWA POLSKIEGO
TOWARZYSTWA HISTOCHEMIKOW | CYTOCHEMIKOW

Uprzejmie informujemy, ze w dniach 3-5 wrzes$nia 1998 r. odbedzie sie w Ka-
zimierzu Dolnym nad Wistg XXXIIl Konferencja Naukowa PTHIC.

Zgtoszenie uczestnictwa prosimy przesyta¢ na adres Sekretariatu Konferencji

Katedra Histologii i Embriologii Akademii Medycznej w Lublinie

ul. Radziwittowska 11, 20-080 Lublin, tel. (081) 53-216-36
e-mail: jodla@ eskulap.am.lublin.pl

Komitet Organizacyjny XXXI11 Konferencji Naukowej PTHiC


mailto:jodla@eskulap.am.lublin.pl
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LISTY DO REDAKCJI

Prof. dr Mieczystaw Chorgzy (Zaktad Biologii Molekularnej, Centrum On-
kologii, Instytut im. Marii Sktodowskiej-Curie, 44-100 Gliwice) nadestat list z na-
stepujacg informacjg o poprawnym zapisie nazw gendw i biatek. Podstawowe
reguty:

* geny wirusow, bakterii, rodlin, zwierzat (oprocz cztowieka) powinny by¢
pisane matymi literami i kursywa, np. bcl-2, agrB, env;
* geny ludzkie zapisujemy duzymi literami i kursywg, np. N-MYC, BCL-2,

RAS;

*  biatka zwierzat - pierwsza litera symbolu duza, pismo proste, np. Myc,
Fos, Ras;

*  Dbiatka ludzkie - symbol duzymi literami, pismo proste, np. RAS, TNF, IL-
1

Redakcja ,,Postepow” uprzejmie prosi AutorOw o przestrzeganie regut propo-
nowanych przez Autora listu.

Wskazowki przygotowania rysunkéw do publikacji w PBK

Dostarczane na dyskietkach teksty powinny by¢ napisane w Wordzie, wersja
6,0 lub wczesniejsza. Jesli w tekst zostaty wstawione rysunki, powinny one zosta¢
umieszczone osobno na dyskietce. Powinny to by¢ albo mapy bitowe (.TIF, .PCX),
albo pliki z Corela, wersja 5,0 lub wczesniejsza. Kazda wersja Worda lub Corela
pozwala na zachowanie pracy w formacie wersji wczesniejszej.

Cennik odbitek prac dla Autoréw w 1997 r.

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

Zaméwienie na odbitki musi by¢ ztozone wraz z przestang korektg pracy.
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ERRATA

do pracy E. Krzywnickiej, S. Kowalczyka pt. ,,Molekularne mechanizmy samo-
niezgodnosci izomorficznej zapobiegajace samozaptodnieniu roslin okrytonasien-
nych” PBK 1998 25,1, s. 75.

Na stronie 84 zamieszczono rysunek 4 w postaci:

a powinien wyglada¢ jak nizej

Za popetnione bledy redakcja przeprasza Autoréw i Czytelnikéw.



http://rcin.org.pl



http://rcin.org.pl



INFORMACJE DLA AUTOROW

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

POSTEPY BIOLOGII KOMORKI zamieszczaja:

1) artykuty przegladowe nie przekraczajace 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 (liczac od
daty wystania do redakcji);

3) listy do redakcji (do 1strony maszynopisu).

Tekst pracy i zatgczniki nalezy przesyta¢ w dwoch egzemplarzach. Maszynopis powinien by¢ pisany jednostron-
nie na papierze formatu A4 z podwdjng interlinig i marginesem 4 cm po lewej stronie. Ostateczna wersja tekstu i
rysunki (wskazéwki nas. 482) powinnaby¢ przystana na dyskietce 3,5" jako plik (file) Windows lub ASCII. Pierwsza
strona nie numerowana przeznaczona dla redakcji winna zawiera¢: imiona i nazwiska autoréw oraz ich tytuty
naukowe, adresy w pracy i domowy wraz z telefonem, tytut pracy w jezyku polskim i angielskim oraz liczbe stron
maszynopisu, liczbe tabel i rysunkéw. Na pierwszej (numerowanej) stronie nalezy podac¢ kolejno tytut pracy wjezyku
polskim iangielskim, imiona (w petnym brzmieniu) i nazwiska autoréw, nazwe zaktadu naukowego, nazwisko i adres
autoraprowadzacego korespondencje, informacje o dofinansowaniu pracy oraz skroét tytutu (do 40 znakéw). Nastepna
strona powinna zawiera¢ w jezyku polskim i angielskim streszczenie (do 150 stéw) oraz stowa kluczowe - 3 do 10
stéw zgodnych z terminami w Medical Subject Headings (Index Medicus), oile sa tam zawarte. W tytule i streszczeniu
mozna stosowac jedynie powszechnie przyjete skroty, np. DNA. Tekst artykutu nalezy rozpocza¢ od nowej strony.
W teks$cie nie zamieszczaé tabel, schematéw lub rysunkéw, a jedynie zaznaczy¢ otéwkiem na marginesie ich
lokalizacje (np. tab. 1, rys. 1litp.). Dla przejrzystosci tekst mozna podzieli¢ na tytutowane i numerowane rozdziaty
oraz podrozdziaty. Od nowej strony nalezy podaé spis literatury. Skroty nazw czasopism podawac nalezy wedtug
Index Medicus (listy czasopism publikowane sa corocznie w numerze styczniowym). Powotanie w tek$cie nastepuje
przez podanie kolejnego numeru pozycji w spisie literatury w nawiasie kwadratowym ( np. [5]). Spis literatury nalezy
zestawi¢ alfabetycznie wedtug nastepujacego 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] SACHSENMAIJER W, REMY V, PLATTNER R. Initiation of synchronous mitosis in Physarium poly-
cephalum. Exptl Cell Res 1980; 2: 41-48.

Tabele, opisy schematéw i rysunkéw powinny by¢ zatagczone na oddzielnych stronach. Schematy i rysunki musza
by¢ wykonane w postaci nadajacej sie do reprodukcji. Fotografie powinny by¢ kontrastowe i wykonane na
btyszczacym papierze. Wymiary poszczeg6lnych rysunkéw, schematdw i fotografii nie moga przekracza¢ 125 x 180
mm lub ich potowy. Jezeli zalgczniki sg zapozyczone z innych zrddet, nalezy podaé, skad zostaly zaczerpniete i
dotaczy¢ zgode autora i wydawnictwa na reprodukcje, jezeli materiaty te zamieszcza si¢ w niezmienionej formie.
Wszystkie zatgczniki musza by¢ opatrzone na odwrocie nazwiskiem pierwszego autora i oznaczeniem gory i dotu
ilustracji. Stosowane jednostki miar muszg by¢ zgodne z uktadem SI.

Redakcja zastrzega sobie prawo dokonywania skrétéw uzgodnionych z autorem. Autor zobowigzany jest do
wykonania korekty autorskiej i zwr6cenia jej w ciagu doby. Koszty, spowodowane wigkszymi zmianami tekstu
wprowadzanymi w korekcie poza poprawkami btedéw drukarskich, ponosi autor. Autorzy otrzymuja bezptatnie 1
egz. zeszytu PBK z opublikowang pracg oraz moga zamoéwi¢ odbitki odptatnie odsytajac korekte, cennik na s. 482.

Redakcja prosi o propozycje do 5 oséb (nazwisko, imie, adres, fax), ktére bytyby odpowiednimi recenzentami
maszynopisu, nie powinny jednak by¢ pracownikami instytucji, w ktdrej pracuje autor, ani jego wspotpracownikami.
Redakcja prosi takze gtdbwnego Autora o dotaczenie do maszynopisu podpisanej odpowiedzi na nastepujace pytania:

Dotaczono 2 kopie maszynopisu, Tres¢ pracy nie byta uprzednio publikowana i nie zostata

tabel i rycin. tak nie wystana do innej redakcji. tak nie
Wszyscy Autorzy znajg i akceptuja prace, tak nie Dotaczono kopie pracy na dyskietce z podaniem nazwy

Jest zgoda os6b, ktérych informacje niepubli- pliku i uzytego programu edycyjnego z komputera IBM tak nie

kowane sa zamieszczone w tek$cie artykutu tak nie Odpowiadam za cato$¢ pracy opisanej w zat. maszyn, tak nie
Wyrazam zgode na to, ze artykut po przyjeciu do druku w "Postepach Biologii Komorki" przechodzi na wtasnos¢ reda-
kcji ijego reprodukcja wymaga zgody redakciji. podpis
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