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W tym Zeszycie Postepéw Biologii Komorki

W komorkach ssakéw optaszczone klatryng pecherzyki uczestniczg w
zaleznym od receptorow procesie endocytozy. Uktad kontrolujacy two-
rzenie pecherzykéw, transport i fuzje wykazuje konserwatyzm ewolu-
cyjny i zalezy od sygnatu tyrozynowego (sekwencja YXXO0)oraz
dileucynowego (LL). Wiecej naten temat mozna znalez¢ na stronie 295.

Udziat komérek tucznych w regulacji angiogenezy omowiono na stronie
343. Opisano wplyw proteaz serynowych komérek tucznych na sub-
stancje miedzykomo6rkowg, co moze tez mie¢ znaczenie w procesie
unaczyniania guzéw nowotworowych. Niestety Autorzy nie znajg arty-
kutéw na temat komérek tucznych wczesniej publikowanych w ,Poste-
pach Biologii Kodrki” (PBK 1997; 24:127; 1999; 26: 427).

W regulacji cyklu komoérkowego biorg udziat kinazy biatkowe zalezne
od cyklin (CDK) oraz cykliny (str. 377). Te aktywnosci biatkowe hamuja
inhibitory CDK. Opisano tez drobnoczgsteczkowe inhibitory CDK, kt6re
mogtyby by¢ uzyte jako leki hamujgce proliferacje komérek. Wyprobo-
wano je na zwierzetach itrwajg ich badania kliniczne, aby okresli¢, w
jakim stopniu moga by¢ wykorzystane w leczeniu nowotworow.

Komaorki aleuronowe izolowane z nasion zb6z oraz uzyskane z nich
protoplasty sa uzytecznym uktadem w doswiadczalnych badaniach
odbierania i transdukcji sygnatu giberelinowego. Wiecej na ten temat
mozna przeczytaé na stronie 397.
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WIELORAKIE FORMY PECHERZYKOW
OPLASZCZONYCH KLATRYNA W ZALEZNYM
OD RECEPTOROW TRANSPORCIE | SEGREGACJI
MAKROMOLEKUL

DIVERSE FORMS OF CLATHRIN COATED VESICLES
IN RECEPTOR MEDIATED TRANSPORT AND SEGREGATION
OF MACROMOLECULES

Katarzyna ROSZEK, Jadwiga GNIOT-SZULZYCKA

Uniwersytet Mikotaja Kopernika, Instytut Biologii Ogdélnej i Molekularnej,
Zaktad Biochemii, Torun

Streszczenie: W komérkach tkanek ssakéw optaszczone klatryng pecherzyki uczestniczg w zaleznych
od receptoréw procesach endocytozy, transportu i sortowania makromolekut zaréwno z aparatu Golgiego
do systemu endocytarnego, jak réwniez z btony plazmatycznej do endosomoéw i lizosomow. Ztozony
system biatek kontrolujacy wpuklanie pecherzykéw, transport, a nastepnie fuzje wykazuje znaczny
konserwatyzm na szlaku endocytozy i sortowania. Endocytoza i wewngtrzkomérkowy transport zalezne
sa odpowiednio od sygnatu tyrozynowego (Y XXO0) i dileucynowego (LL). Procesy te obejmuja:
interakcje liganda z receptorem, asocjacje kompleksu ligand-receptor z odpowiednimi biatkami adapte-
rowymi (AP-1, AP-2, AP-3, AP-4), optaszczenie klatryng lub klatrynopodobnymi biatkami, wpuklenie
pecherzyka i transport do miejsc przeznaczenia. W niniejszym artykule przedstawiono molekularne
mechanizmy procesu endocytozy zaleznej od receptoréw i sortowania, w szczegdlnosci te zachodzace z
udziatem biatek adapterowych AP-1 i AP-2.

{Postepy Biologii Komorki 2000; 27: 295-314)

Stowa kluczowe: endocytoza, transcytoza, klatryna, biatka adaptorowe

Summary: In mammalian cells the clathrin coated vesicles participate in receptor mediated internaliza-
tion, transport and sorting of macromolecules from the trans Golgi network to the endocytic pathway as
well as from the plasma membrane to endosomes and lysosomes. The complex protein machinery
controlling vesicle formation, transport and fusion are significantly conserved between the endocytic and
sorting pathways. The internalization and intracellular transport are based respectively on tyrosine
(Y XXO0) and dileucine (LL) signals. The overall processes include: interaction between the ligand and
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the membrane receptor, association of the ligand-receptor complex with appropriate adaptor protein
(AP-1, AP-2, AP-3, AP-4), coating with clathrin or clathrin-like proteins, budding of the vesicle, sorting
and interaction with the target membrane. Advances in understanding the molecular mechanisms of the
receptor mediated endocytosis and sorting processes, especially those connected with AP-1 i AP-2
adaptor complexes are described in this paper.
(Advances of Cell Biology 2000; 27: 295-314)

Key words: endocytosis, transcytosis, clathrin, adaptor proteins

Wykaz skrotéw. TGN - region trans aparatu Golgiego, LDL - lipoproteina o niskiej gestosci, M6P -
mannozo-6-fosforan, MPRQ - receptor M6P niezalezny od kationéw dwuwarto$ciowych, MPR
receptor M6P zalezny od kationéw dwuwartosciowych, IGF Il - insulinopodobny czynnik wzrostu,
ASGP - asjaloglikoproteina, EGF - naskoérkowy czynnik wzrostu, HSC (ang. heat shock cognate) -
biatka spokrewnione z biatkami szoku termicznego HSP, AP - kompleks biatek adaptorowych, TGN38
- integralne biatko btony kom. i blon TGN, marker bton TGN, lamp, Igp - biatka integralne btony
lizosomalnej, Fc - fragment immunoglobuliny G, MHC (ang. major histocompatibility complex) -
gtowny kompleks zgodnosci tkankowej, ARF - czynnik ADP-rybozylacji, GTPyS - guanozyno
5-[y-tio]trifosforan, BFA - brefeldyna A, PtdIns(3)P- fosfatydyloinozytolo-3-fosforan, Ptdins(4,5)P2
- fosfatydyloinozytolo-4,5-difosforan, PtdIns(3,4,5)P3 - fosfatydyloinozytolo-3,4,5-trifosforan,
Ins(1,4,5)P3 - inozytolo-1,4,5-trifosforan, Ins(1,3,4,5)P4- inozytolo-1,3,4,5-tetrafosforan

WSTEP

Endocytoza zalezna od receptoréw, zachodzaca z udziatem pecherzykéw op-
taszczonych klatryng jest jednym z proceséw umozliwiajgcych komérkom pobranie
ze Srodowiska zewnetrznego substancji niezbednych do prawidtowego funkcjono-
wania (rys. 1) [13, 21, 24, 30,41,47]. Selektywno$¢ pobierania substancji zewnatrz-
komoérkowych zapewniaja specyficzne dla okre$lonych ligandéw receptory na
powierzchni btony komdrkowej, na przyktad receptor lipoprotein o niskiej gestosci
(LDL), receptor transferyny, receptor asjaloglikoprotein (ASGP), receptor naskor-
kowego czynnika wzrostu (EGL), receptor mannozo-6-fosforanu iinsulinopodobnego
czynnika wzrostu (M6P/IGL 1I) [6, 8, 9, 14, 16, 21, 22, 35].

W wielkim uproszczeniu proces inicjacji endocytozy zaleznej od receptorow
polega na interakcji liganda z receptorem i gromadzeniu sie kompleksow ligand-
receptor w zagtebieniach plazmalemmy, ktdre od strony cytosolowej wigzg klatryne
i inne specyficzne biatka optaszczenia [20, 24]. Kolejny etap procesu endocytozy
to wpuklanie sie optaszczonych dotkdw do wnetrza komorki i oderwanie sie ich
od btony komérkowej w postaci pecherzykéw, niosagcych w swym $wietle kompleksy
ligand-receptor [13, 21]. Dalszy etap to zrzucenie optaszczenia, umozliwiajgce pe-
cherzykowi potaczenie sie zendosomem, gdzie dochodzi do obnizenia pH. Powoduje
to dysocjacje kompleksu ligand-receptor, aw szczeg6lnych przypadkach, na przyktad
przy endocytozie transferyny, dochodzi do oddzielenia zelaza od transportujgcej
je glikoproteiny. W wiekszosci przypadkéw endocytozy ostatecznym miejscem prze-
znaczenia ligandow jest lizosom, gdzie podlegajg one enzymatycznej degradacji;
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btona
komérkowa

sekrecja na zewnatrz

komorki
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droga biosyntetyczna

Legenda:y . receptor
o - ligand
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wczesny
endosom

pozny
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droga endocytarna

* - klatryna
3 -AP-1
2 -AP-2

RYSUNEK 1 Procesy transportu z udzialem optaszczonych pecherzykdw

A - AP-3
a -AP-4
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receptory natomiast cyklicznie powracajg z powrotem do blony komdrkowej lub
takze podlegajg degradacji [47].

Niektore mechanizmy transportu biatek z cystern trans aparatu Golgiego (TGN)
do okreslonych miejsc przeznaczenia i dziatania, np. do endosomoéw, lizosoméw
czy btony plazmatycznej, zachodzg rowniez z udziatem receptoréw i pecherzykéw
optaszczonych klatryng lub klatrynopodobnymi biatkami.

Transport biatek z retikulum endoplazmatycznego do aparatu Golgiego zachodzi
z udziatem pecherzykéw typu COPII, zas$ transport w obrebie obszaréw cis, medium
i trans aparatu Golgiego oraz transport wsteczny z aparatu Golgiego do ER re-
alizowany jest z udziatem pecherzykéw typu COP | [27, 42].

Tworzenie sie optaszczonych dotkéw i pecherzykéw w procesie endocytozy
opisali po raz pierwszy w 1964 roku Roth i Porter [cyt. za 17]. Wysuneli oni
hipoteze, ze optaszczenie odgrywa nie tylko role mechaniczng w tworzeniu dotkéw
i odcinaniu pecherzykéw, ale takze zapewnia koncentracje i selekcje pobieranych
substancji, jak réwniez minimalizuje ubytek skiadnikéw blony w cyklu endocy-
tamym. Obecnie poznano strukture wielu receptoréw transbtonowych, jak réwniez
zidentyfikowano molekuty (klatryna, biatka adaptorowe, mate biatka G i inne) zaan-
gazowane w realizacje poszczeg6lnych etapéw endocytozy zaleznej od receptoréw
i sortowania, a takze poznano mechanizmy regulacji powyzszych proceséw [8,
15, 17, 18, 30, 36, 41]. Niektore z nich opisano w niniejszym artykule.

INTERAKCJE WE WCZESNYCH ETAPACH TWORZENIA
PECHERZYKOW OPLASZCZONYCH -
KLATRYNA, BIALKA ADAPTOROWE

Najwczesniej i najlepiej poznanym skiadnikiem optaszczonych dotkéw i pe-
cherzykéw jest klatryna. Optaszczenie klatrynowe asocjuje z btong od strony cytosolu
i stanowi zewnetrzng warstwe pecherzykéw odrywajacych sie zarowno z biony
komoérkowej, jak i z bton cystern aparatu Golgiego. Przyfaczenie klatryny zachodzi
przy wspoétudziale specyficznych dla okreSlonych typoéw bton kompleksow biatek
adapterowych (AP) [17, 18, 20, 24, 36, 41].

Podstawowa jednostka strukturalng klatryny jest triskelion, na ktéry skiadajg
sie trzy polipeptydowe taincuchy o masie czasteczkowej 180 kD zwane tanicuchami
ciezkimi oraz trzy tancuchy lekkie o masie czasteczkowej 30-36 kD (light chains
- LC). Trzy tancuchy ciezkie tgczg sie fragmentami C-koricowymi, podczas gdy
ich N-konce pozostajg wolne i tworzg globulame domeny. £ancuchy lekkie uktadajg
sie w triskelionie réwnolegle do regionéw proksymalnych tancuchéw ciezkich kla-
tryny (rys. 2a). tancuch ciezki klatryny jest biatkiem o konserwatywnej budowie
i znacznej homologii miedzygatunkowej. Petni on role strukturalng w tworzeniu
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RYSUNEK 2. Struktura klatryny: a- triskelion, b - siateczka klatrynowa optaszczajaca btone; struktura
triskelionéw klatryny jest powszechnie przedstawiana w licznych artykutach przegladowych [13,17,41],
schematy te s odzwierciedleniem pierwszych obrazéw mikroskopowych opublikowanych w 1980 roku
przez Heusera i Evans [15]

siatki klatrynowej. W obrebie taricucha ciezkiego zidentyfikowano dwa miejsca
interakcji z kompleksami biatek adaptorowych [17, 41].

tancuch lekki wystepuje w dwdch formach: LCai LCb, bedgcych produktami
odrebnych genéw, wykazujacych 60% homologii. Zarowno LCa, jak i LCb wigza
sie z podobnym powinowactwem z fafncuchami ciezkimi klatryny, ich obecno$¢
nie jest jednak warunkiem koniecznym dla utworzenia triskelionu oraz nie wptywa
na wigzanie sie AP z taincuchami ciezkimi triskelionu klatryny [17, 41]. Takie
wiasciwosci tancuchow lekkich, jak: fosforylacja reszt seryny czy obecno$¢ miejsc
wigzacych jony Ca2+ i kalmoduling, sugerujg ich role regulatorowg w procesie
asocjacji triskelionow [41]. Lancuchy lekkie klatryny wykazujg tez zdoIno$¢ wigzania
z ATP-aza HSC 70 demontujaca klatryne.

Badania nad mechanizmami demontazu optaszczenia klatrynowego doprowadzity
do stwierdzenia udzialu ATP-azy HSC 70 w tym procesie [17]. Hydroliza ATP
przez HSC 70 jest niezbedna dla uwolnienia triskelionéw Klatryny z powierzchni
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pecherzyka, a tworzgce sie nastepnie kompleksy triskelion-HSC 70 uniemozliwiajg
ponowne organizowanie sie optaszczenia klatrynowego [41].

Niezbednym kofaktorem dla ATP-azy demontujgcej klatryne jest auksylina -
biatko o0 m. cz. 100 kD, umozliwiajace przytaczenie HSC 70 do czasteczek Klatryny.
Dysocjacja optaszczenia w obecnosci auksyliny jest niezalezna od udziatu lekkich
tancuchow Kklatryny [51].

Badania Heusera i Evans [15] wykazaly, ze triskeliony klatryny tworzg regularna
siatke optaszczajgcg btone i odcinany z blony pecherzyk (rys. 2b). W skiad siatki
wchodza przede wszystkim heksagonalne klateczki, chociaz mozna stwierdzi¢ takze
obecno$¢ penta- lub heptagonéw. Analiza obraz6w mikroskopowych doprowadzita
do wniosku, ze ptaska siateczka klatrynowa optaszczajagca btone plazmatyczng sktada
sie wyltgcznie ze struktur heksagonalnych. Konwersja heksagonéw w pentagony
inicjuje zakrzywienie i wpuklenie btony, utatwiajac odciecie pecherzyka. W odcietych
pecherzykach stwierdza sie wiekszg ilos¢ struktur pentagonalnych w optaszczeniu.

Réznice pomiedzy podstawowymi skfadnikami biatkowymi optaszczenia peche-
rzykdw odcinanych z btony TGN a pecherzykdw odcinanych z btony komorkowej,
dotyczag przede wszystkim kompleksow biatek adaptorowych AP-1 i AP-2 (tab.
1, rys. 3).

Kompleksy AP-1 i AP-2 sg heterotetramerami zbudowanymi z dwo6ch duzych
podjednostek (adaptyn) o m. cz. -100 kD, podjednostki $redniej o m. cz. -50
kD i podjednostki matej o m. cz. -20 kD. Uzycie przeciwciat przeciwko duzym
podjednostkom komplekséw AP-1 i AP-2 pozwolito na wykazanie obecnosci kom-
pleksu AP-1 w obszarze cystern aparatu Golgiego szczegdlnie w regionie trans
(TGN), podczas gdy kompleks AP-2 wystepuje w potaczeniu z btong komérkowa
[8, 17, 18, 24, 36, 41].

W skiad kompleksu AP-1 wchodzg dwie duze podjednostki y i Pi (adaptyny)
0 m. cz. -100 kD zwigzane z podjednostka $rednig |tj o m. cz. 47 kD oraz
podjednostkg matg cri o M. .. 19 kD. Kompleks AP-2 jest ztozony odpowiednio
z podjednostek a i (2 0 m. cz. -100 kD oraz podjednostki P2 o m. cz. 50 kD
192 0o m. cz. 17 kD [18] (tab. 1, rys. 3).

Badania wykorzystujace techniki inzynierii genetycznej pozwolity na ustalenie
sekwencji aminokwaséw poszczeg6lnych podjednostek, a nastepnie na ich porow-
nanie i okreslenie homologii miedzy odpowiadajacymi sobie podjednostkami obu
kompleksow biatek adaptorowych. Wsréd najwczesniej poznanych a-adaptyn kom-
pleksu AP-2 wyrdznia sie dwie izoformy: aA i ac wykazujagce 84% homologii.
Masa czgsteczkowa tych form wynosi odpowiednio 108 i 104 kD. R6znica miedzy
nimi dotyczy takze wystepowania: a A-adaptyna wystepuje wytacznie w médzgu,
podczas gdy obecno$¢ ac stwierdzono w réznych tkankach ssakow [17].

Ws$rdéd (3-adaptyn wyrdznia sie dwie formy zwigzane z ré6znymi kompleksami
adapterowymi AP. Podjednostka ~ wchodzaca w sktad AP-1jest w 84% identyczna
z podjednostka P2 kompleksu AP-2 [36]. Podjednostki (R wyizolowane z komérek
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TABELA 1. Kompleksy adaptorowe - budowa podjednostkowa i niektére wtasciwosci

Kom- Rodzaj Koloka- Wrazli- Wymia- tancuchy tancuch tancuch
pleks transportu lizacja z wo$¢ na na GTP/ duze Sredni maty
klatryng BFA GDP

AP-1 TGN —> endosom + + + Y P, h
(lizosom)
AP-2 endocytoza + A
P2 \Y4 cn
ac
AP-3 TGN —> endosom - + + P3A p3A a3A
(lizosom) 5
M p3B a3
AP-4 TGN —> endosom . + + £ P4 M s
(lizosom)

cztowieka i szczura wykazujg 100% identycznosci. Dotychczas scharakteryzowano
tylko jedng forme y adaptyny, chociaz do$wiadczenia (Southern blotting) sugerujg
istnienie wiecej niz jednego genu kodujacego y-adaptyny [17].

Homologia miedzy adaptynami a i (2, podobnie jak miedzy y i (3{jest nieznaczna.
Okoto 25% homologii stwierdzono natomiast miedzy y- i a-adapty nami kompleksow
AP-1 i AP-2. Podjednostki pj i p2oraz Cli 1  wykazujg wzgledem siebie okoto
40% podobienstwa sekwencji aminokwasow [17, 36].

Zastosowanie przez Page i Robinson [34] metod immunoprecypitacyjnych po-
zwolito na stwierdzenie, ze y-ia-adaptyny wigzg sie odpowiednio z podjednostkami
(3 i P2 oraz z ctl i g2. Podjednostki pj i oraz p2 i ct2 oddziatlujg miedzy
sobg na tyle silnie, ze lokalizowano je zawsze wspolnie.

Doniesienia z drugiej potowy lat dziewiecdziesigtych wskazujg miedzy innymi
na istnienie kompleksdw biatek spokrewnionych z adaptorami {adaptor-relatedpro-
teins).

Pierwszymi odkrytymi biatkami spokrewnionymi z adaptorami byly homologi
podjednostki $redniej p nazwane poczatkowo p47A i p47B ze wzgledu na ich
masy czasteczkowe, obecnie opatrzone nazwami p3A i p3B. Niemal rownoczesnie
zidentyfikowano w komérkach nerwowych homolog duzej podjednostki (3 biatko
(3-NAP {neuronal adaptin-like protein) o masie czast. 120 kD, zwany obecnie (3B
[17, 46]. Eksperymenty z uzyciem przeciwciat przeciwko rekombinowanym pod-
jednostkom p3i $3wykazaty, Ze sg one czescig tego samego heterotetramerycznego
kompleksu wraz z towarzyszacymi im, nieznanymi woéwczas biatkami o m. cz.
-160 kD i -25 kD. Podobieristwo struktury nowo odkrytego heterotetrameru do
komplekséw AP-1 i AP-2 spowodowato, ze kompleks ten nazwano AP-3 [45]
(rys. 3). Ciekawg roznice stanowi fakt, ze kompleks ten nie wykazuje podobnej
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COOH COOH COOH COOH

AP 1 AP 2

COOCH COOH COOH COOH

AP 3 region tacznikowy bogaty AP 4
w reszty glicyny i proliny

RYSUNEK 3. Kompleksy biatek adaptorowych [zmodyfikowane wg 13, 17, 18, 36, 46]

lokalizacji jak klatryna [11]. Niewykluczone jest natomiast, ze miejsce klatryny
zajmuje inne biatko strukturalne o podobnej funkcji, cho¢ niekoniecznie homo-
logiczne. Kompleks AP-3 wigze si¢, podobnie jak AP-1, z btong TGN i prawdo-
podobnie uczesthiczy w sortowaniu biatek do endosoméw i lizosoméw.

Dalsze badania doprowadzity do poznania dwdch pozostatych podjednostek
kompleksu AP-3. Drugg podjednostke duzg nazwano 5 (125 kD). Homologia pod-
jednostki ¢ z odpowiadajagcymi jej podjednostkami y i a kompleksow AP-1 i AP-2
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wynosi okoto 15%. 5-adaptyna wykazuje tréjdomenowag strukture: N-kofAcowy frag-
ment biatka stanowi czes¢ rdzeniowg kompleksu AP-3, tgcznik bogaty jest w reszty
proliny i glicyny oraz w aminokwasy kwasne i zasadowe, C-koniec tancucha poli-
peptydowego tworzy niewielkag domene globulama.

Biatko p-NAP (P3B), specyficzne dla komérek nerwowych, oraz jego homolog
P3A powszechny w réznych tkankach, wykazujg okoto 22% identycznosci z odpo-
wiadajacymi im podjednostkami pj i p2 z kompleksow AP-1 i AP-2. Najwyzszy
stopien homologii dotyczy domeny N-kohAcowej, podczas gdy region facznika i
domena C-koricowa wykazujg nizszy stopien homologii [46].

Podjednostka a (22 kD) wystepuje w postaci dwéch izoform: ct3A i a 3B, ktore
wykazujg najwiekszg homologie w stosunku do swych odpowiednikéw Cfj i 02
w kompleksach AP-1 i AP-2, siegajacg 30% [11].

Kompleks AP-3 jest wrazliwy na dziatanie brefeldyny A (BFA), zaréwno in
vitro, jak in vivo [46]. Obecno$é podjednostki p3analogicznej z p,j i p2 kompleksow
AP-1 i AP-2 wskazuje, ze moze ona odgrywac role w segregacji biatek zawierajgcych
sygnat tyrozynowy. Wykazano wigzanie podjednostki p3 z domeng cytosolowa
biatek TGN38 i Igpl20, zawierajaca sekwencje sygnatowg z tyrozyng [11, 48].
Kompleks AP-3 petni przypuszczalnie role w transportowaniu biatek z udziatem
pecherzykéw optaszczonych z TGN do endosoméw i lizosoméw. Chociaz dla tej
drogi transportu znane jest juz optaszczenie klatryna/AP-1, jednak jest mozliwe,
ze alternatywne optaszczenie z udziatem AP-3 odpowiada za segregacje innego
rodzaju czasteczek [46].

AP-3 nie jest jedynym nowym kompleksem adapterowym odkrytym w ostatnich
latach. W 1997 roku zidentyfikowano biatko pARP2 (obecnie p4), ktére mozna
zaliczy¢ do homologéw podjednostek p. Dalsze badania zaowocowaty poznaniem
kolejnego kompleksu biatek adapterowych nazwanego AP-4 [12].

Kompleks AP-4 zbudowany jest, podobnie jak inne heterotetramery kompleksow
AP, z dwdch podjednostek duzych 8 i (34 o m. cz. odpowiednio 140 i 83 kD,
podjednostki Sredniej p4 (50 kD) oraz podjednostki matej ct4 (17 kD) (rys. 3).
N-koncowe domeny podjednostek e i (3 wraz z podjednostkami p4 i c4 tworza
rdzen kompleksu AP-4, podczas gdy C-korice podjednostek e i p4 formujg mate
domeny globularne potaczone z rdzeniem elastycznym +acznikiem. Podjednostka
P4wykazuje wysoka homologie z innymi podjednostkami P (Pt, P2, P3) jedynie
w obrebie N-konca biatka, uczestniczacego w wigzaniu z pozostatymi podjed-
nostkami kompleksu adapterowego AP-4 [12]. Stwierdzono, ze p4 wykazuje 31%
homologii z pj i p2 oraz okoto 24% homologii z p3. Podjednostka p4 wigze sie
stabo z biatkami TGN38 i Igp 120 zawierajagcymi sekwencje sygnatowg z tyrozynag
[48].

Kompleks AP-4 zlokalizowany zostat w obrebie bton TGN i wystepuje po-
wszechnie w komérkach réznych tkanek ssakéw. Wigzanie z btong TGN jest ha-
mowane przez brefeldyne A. Nie stwierdzono kolokalizacji AP-4 z klatryng, stad
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nalezy oczekiwac, ze podobnie jak w przypadku AP-3 role klatryny spetnia inne
biatko [12]. Zbiorcze dane o podjednostkowym skiadzie komplekséw adaptorowych
oraz niektérych ich witasciwosciach przedstawiono w tabeli 1.

Zidentyfikowanie poszczegélnych podjednostek komplekséw biatek adaptoro-
wych oraz poznanie sposobu, w jaki wigzg sie ze soba, pozwolito na okreslenie
struktury kompleksow adaptorowych (rys. 3). Kompleksy AP-1, AP-2, AP-3 i AP-4
wykazuja podobng organizacje. Wyizolowane heterotetramery sktadajg sie z czesci
rdzeniowej, zawierajgcej N-koncowe fragmenty dwoch duzych tancuchéw poli-
peptydowych adaptyn y i pj, a i (2, 5 i (Boraz 8 i (%4, z ktéorymi wiazg sie
odpowiednie podjednostki Srednie p i mate a. C-koncowe fragmenty adaptyn formujg
mate domeny globulame, po dwie w obrebie kazdego tetrameru, ktére potaczone
sq z czescig rdzeniowa krotkimi elastycznymi tgcznikami. Odcinki tacznikowe za-
wierajg szczegdlnie duzo reszt glicyny i proliny i sg wrazliwe na proteolize [18,
36, 46].

Kompleksy biatek adaptorowych AP-1 i AP-2 stanowig pomost tgczacy czasteczki
klatryny z btong TGN lub z btong komdrkows, wigzac sie zarowno z klatryna,
jak i z cytosolowa domeng receptorow btonowych. Rola poszczegdlnych podjed-
nostek wchodzgcych w sktad komplekséw AP nie jest jednoznaczna. Podjednostki
(3 i (R komplekséw AP-1 i AP-2 facza sie z czasteczkami klatryny zar6éwno in
vitro, jak in vivo. Regionem bezposrednio zaangazowanym w wigzanie klatryny
jest region tgcznika (3-adaptyn [44].

Podjednostki y ia komplekséw AP-1 i AP-2 sg zaangazowane w liczne interakcje
w obrebie komérki [17]. Podjednostka a AP-2 wiaze sie z klatryng, amfifizyna,
Eps 15, Grb2 i fosfatydyloinozytolami. Szczegdlnie interesujacy jest fakt, ze a
AP-2 jest do tej pory jedynym biatkiem specyficznie oddziatujacym z fosfatydy-
loinozytolo-3-fosforanem (PtdIns(3)P) [10]. Przypuszcza sie, iz przytaczenie fosfa-
tydyloinozytoli pozwala na utrzymanie sie AP-2 w formie wolnej w cytosolu oraz
zapobiega samoagregacji i wytwarzaniu sie pustych pecherzykow. PtdIns(3)P zwie-
ksza takze rozpoznawanie sygnatu internalizacji YQRL przez podjednostke p2 AP-2
[37].

Badania nad biatkami chimerowymi pozwolity na stwierdzenie, ze domeny N-
koricowe (a doktadniej ich 200-aminokwasowe fragmenty) podjednostek y i a de-
cydujg o tym, czy podjednostki te asocjujg z gj i Oj czy tez z W2 i ct2, a tym
samym o rodzaju tworzonego kompleksu i kierowaniu go do witasciwej btony [34].
Brak natomiast danych o roli analogicznych podjednostek 8 i e komplekséw AP-3
i AP-4. Uzyskano dowody, ze domeny C-koncowe podjednostek [ULi p2, a takze
P3 i p4 sa zaangazowane w wigzanie z odpowiednimi domenami cytosolowymi
receptoréw btonowych i uczestnicza w rozpoznawaniu sygnatéw sortowania z
resztg tyrozyny [5, 11, 33, 48].
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Niewiele wiadomo dotychczas na temat roli podjednostek (3 chociaz wysoki
stopien ich homologii sugerowa¢ moze wazng funkcje, na przyktad pomoc w kie-
rowaniu kompleksu AP do wiasciwej blony [34].

SYGNALY WARUNKUJACE INTERNALIZACJE
I SORTOWANIE

Efektywny proces endocytozy badZ wihasciwy transport wewngtrzkomoérkowy w
optaszczonych klatryng pecherzykach uwarunkowany jest obecnoscig sekwencji syg-
natlowych w C-konicowej domenie receptoréw btonowych.

Badania ostatnich dziesieciu lat doprowadzity do poznania tych sekwencji w
kilkunastu biatkach btonowych ulegajacych internalizacji. Okazato sie, ze sygnaty
te majg charakter degeneratywny, tzn. nie ma petnej zgodnosci w sekwencji ami-
nokwasow okreslonych sygnatéw i ze sa odmienne dla réznych biatek, niemniej
jednak mozna wyr6zni¢ dwie gtéwne ich klasy (tab. 2). Pierwsza klasa sygnatow
charakteryzuje sie obecnoscig aminokwasu aromatycznego - tyrozyny w towarzy-
stwie jednego lub kilku aminokwasow o charakterze hydrofobowym [5, 28, 33,
50]. Druga klase sygnatéw cechuje wystepowanie dwdéch reszt leucyny w C-koncowej
domenie biatka ulegajagcego endocytozie badZ sortowaniu [8, 28].

Najlepiej poznany jest sygnat Y XXO0, gdzie Y oznacza reszte tyrozyny, X -
dowolny aminokwas, a 0 - aminokwas z rozbudowanym hydrofobowym taficuchem
bocznym [5, 28, 33, 48]. Sygnat ten posredniczy gtdwnie w internalizacji biatek
wbudowanych w btone komoérkowa, ale takze w kierowaniu czasteczek do en-
dosomow i lizosoméw [28,30]. Sekwencja sygnatowa YQRL w domenie cytosolowej
biatka TGN38 odpowiada schematowi Y XXO i jest niezbedna dla prawidtowej
internalizacji tego biatka. Sekwencja ta wigze sie silnie z podjednostkg p2kompleksu
AP-2 oraz w nieznacznym stopniu takze z podjednostkg pj kompleksu AP-1. Sub-
stytucja resztami alaniny wykazata, ze w sekwencji YQRL jedynie reszty Y i L
sg istotne dla wigzania podjednostki p2i internalizacji [33]. Rozpoznawanie sygnatu
YQRL z udziatem podjednostki p2 kompleksu AP-2 wzrastato 8-40-krotnie w obe-
cnosci PtdIns(3)P. Stymulujacy efekt wywierato rowniez kilka innych fosfatydyloino-
zytolofosforanéw. Nieufosforylowany fosfatydyloinozytol nie wykazywat takiego
efektu, a PtdIns(4)P i PtdIns(4,5)P0 dziataty hamujgco. Stymulujacy wptyw
PtdIns(3)P nawigzanie p2z sekwencja YQRL oprocz wymagania reszty fosforanowej
w pozycji 3 w pierscieniu inozytolowym, uwarunkowany jest rowniez obecnoscig
kwasu ttuszczowego i reszty glicerolowej [37].

Domena cytosolowa receptora transferyny z sygnatem YTRF wigze sie wytgcznie
z podjednostkg p2 kompleksu AP-2 [33]. Tyrozyna w konserwatywnej sekwencji
YKYSKY odgrywa tez istotng role w wigzaniu podjednostki p2 kompleksu AP-2
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.. N c
TABELA 2. Sekwencje sygnatowe warunkujace i internalizacji receptora MPR™ z

endocytoze i transport wewngtrzkomdérkowy (dane powierzchni komérki [22, 24]. W
wg [5, 9, 19, 20, 24, 28, 30, 33, 41, 48, 50]) przypadku, gdy receptor znajduje sie
w btonie TGN, jego wiasciwe kie-

Sekwencja Biatko transbtonowe rowanie jest niezalezne od tyrozyny,
sygnatowa a istotng role odgrywa sekwencja
YTRF receptor transferyny sygnatowa LLHV [16, 24]. Dla wia-
YQPL receptor komérek T (CD3) - . .

Sciwego funkcjonowania receptora
GYQTI lgp Allamp-1 i . ! ]
GYEQF Igp B/lamp-2 MPR , ktéry uczestniczy gtéwnie
GYRHV lizosomalna kwasna fosfataza w sortowaniu biatek lizosomalnych
YSAA receptor polimerycznych Ig w TGN’ niezbedna jest Sekwencja
YQRL TGN38 HLL [16]
YKYSKV receptor MPRQA b L :
FENTLY receptor mannozy O ecnosc sygnatu opartego.na
YENPTY prekursor 3-amyloidu dwach resztach leucyny (LL) stwier-
FDNPVY receptor LDL dzono tez w domenie cytosolowej re-
LL receptor Fc ceptora EGF [19]. Obecnos$¢ reszt LL
LL receptor EGF w pozycjach 679 i 680 okazata sie
LLHY receptor MPRA niezbedna dla efektywnego transpo-
HLL receptor MPRCD & R y 9 P
L1 MHC 11 rtu kompleksu ligand-receptor z en-

dosomoéw do lizosomdw. Substytucja

obu reszt alaning nie uposledzata in-

dukowanej ligandem internalizacji
receptora z powierzchni komérki, ale wptywata znaczagco na zahamowanie lizo-
somalnej degradacji kompleksow ligand-receptor przez kierowanie ich zendosomow
z powrotem do btony komdrkowe;j.

Sygnat dileucynowy (LL) jest wiec sygnatem niezbednym dla prawidtowego
sortowania biatek do lizosoméw. Dotychczas nie byto wiadomo, jakie kompleksy
adaptorowe zaangazowane sg w wigzanie sygnatu LL. Marks i wsp. [28] wykazali,
ze udziat w wigzaniu sekwencji Y XXO0 i LL biorg odrebne kompleksy AP. Ohno
i wsp. [33] nie stwierdzili asocjacji LL ani z podjednostka p IS ani z p2>co sugeruje
udziat innych podjednostek w rozpoznawaniu i interakcji z sygnatem dileucynowym.
Ostatnie doniesienia wskazujg na udziat podjednostki kompleksu AP-1 w roz-
poznawaniu i wigzaniu sygnatu dileucynowego [38].

REGULACJA PROCESOW TRANSPORTU
Z UDZIALEM OPLASZCZONYCH PECHERZYKOW

Ztozono$¢ procesow wigzania biatek adaptorowych do odpowiedniej btony, po-
wstawania optaszczonych pecherzykéw oraz wiasciwego ich kierowania sugeruje,
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ze konieczne sg precyzyjne mechanizmy regulacji. Istotng role odgrywaja czynniki
ARF (ADP-ribosylationfactor) - GTP-azy wystepujgce w dwdéch formach: aktywnej,
zwigzanej z GTP i zdolnej do wigzania z btong plazmatyczng i btong cystern aparatu
Golgiego lub w formie nieaktywnej, cytosolowej, zwigzanej z GDP.

Znanych jest co najmniej sze$¢ biatek ARF i kilka strukturalnie podobnych,
wykazujacych rézng lokalizacje w tkankach ssakéw. ARF1 zlokalizowany jest w
strukturach aparatu Golgiego, ARF6 wystepuje w btonie plazmatycznej iendosomach
(jest przy tym niewrazliwy na brefeldyne A). Z odrebng lokalizacjg czynnikéw
ARF w substrukturach komdrkowych zwigzana jest dystrybucja optaszczonych pe-
cherzykéw do réznych kompartmentow [8].

Przytaczenie aktywnej formy czynnika ARF1 do btony TGN jest niezbednym
warunkiem zwigzania kompleksu AP-1 z btong (rys. 4). Brefeldyna A (BFA), ktéra
hamuje wymiane nukleotydow przez ARF, a tym samym jego aktywacje, unie-
mozliwia wiazanie kompleksu AP-1 z btong TGN in vitro. Efektem dodania BFA
do zywych komorek jest zwiekszenie ilosci wolnych czasteczek AP-1 w cytosolu.
Z kolei dodanie do komorki GTPyS (ktory in vitro stabilizuje czynnik ARF w
formie aktywnej, zasocjowanej z GTP) stymuluje wigzanie AP-1 z biong cystern
TGN, a takze chroni przed wptywem BFA [17].

Nie stwierdzono, aby BFA wplywata na wzrost stezenia wolnych komplekséw
AP-2 w cytosolu komérek [42]. Natomiast GTPyS powoduje, ze kompleks AP-2
nie wigze sie z blong komoérkowsa, ale z btong przedziatu endosomalnego [17, 42].

RYSUNEK 4. Udziat biatka ARF1 w wigzaniu kompleksu adaptorowego AP-1 z receptorem w btonie
cystern regionu trans aparatu Golgiego (TGN)
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Rekrutacja kompleksu AP-3 do wiasciwej blony jest stymulowana, podobnie
jak wprzypadku AP-1, przez GTPyS oraz blokowana przez brefeldyne A, co wskazuje
na udziat w tym procesie biatek wymieniajacych GDP na GTP [45]. R6wniez
kompleks AP-4 jest wrazliwy na BFA [12] (tab. 1).

W transporcie zachodzacym z udziatem optaszczonych pecherzykéw niezbedne
sq takze mate biatka Rab z aktywnoscig GTP-azowa. Znanych jest okoto trzydziestu
réznych biatek Rab. Cztery z nich: Rab 4, Rab 5, Rab 7 i Rab 9 biorg udziat
w transporcie w drodze endocytozy i sga niezbedne dla kierowania pecherzykéw
do wiasciwych przedziatéw, np. Rab 5 reguluje fuzje pecherzyka endocytamego
z wczesnym endosomem [8, 13, 52].

Fuzja optaszczonego pecherzyka z whasciwg btong docelowag mozliwa jest dzieki
dopasowaniu odpowiednich biatek v-SNARE i t-SNARE, ktore sg integralnymi
biatkami btony pecherzyka i btony przedziatu docelowego [13, 30, 40, 52].

Regulacja asocjacji komplekséw adaptorowych z biong oraz ich zdolnosci do
taczeniasie z klatryng odbywa sie réwniez poprzez proces fosforylacji i defosforylaciji.
Fosforylacji ulegajg podjednostki a, °raz pjt\i2 komplekséw adaptorowych.
Nie stwierdzono natomiast fosforylacji y-adaptyny. Fosforylacja reszt seryny w
odcinku tgcznikowym podjednostki [3uniemozliwia wigzanie klatryny i utworzenia
prawidtowego optaszczenia [53].

Fosforylacja podjednostek jij i p2 zachodzi na resztach seryny i treoniny i moze
by¢ sposobem regulacji wigzania tych podjednostek z sekwencjami sygnatowymi
w domenie cytosolowej receptora [53].

INTERAKCJE Z INNYMI BIALKAMI

Endocytoza z udziatem receptoréw, klatryny i komplekséw adaptorowych AP
jest ztozonym wieloetapowym procesem, w ktéry zaangazowanych jest szereg roz-
nych biatek. Odkrywa sie coraz to nowe biatka niezbedne na réznych etapach
transportu przy udziale pecherzykéw optaszczonych klatryng (rys. 5).

Stosunkowo niedawno wykazano udziat dynaminy w powyzszym procesie. Dy-
namina jest GTP-azg (100 kD). Biatko to asocjuje z btong komérkowa w prze-
wezeniach tworzacego sie pecherzyka, a jej GTP-azowa aktywnos¢ jest niezbedna
dla odciecia pecherzyka z btony [30, 41]. C-koncowy fragment dynaminy, bogaty
w proline i arginine (proline rich domain - PRD), taczy sie z biatkami zawierajgcymi
domene SH3 (Src homology domain - np. Grb2, amfifizyna, Ese), a takze z biatkami
mikrotubulamymi. Domena centralna, homologiczna z plekstryng - PH (pleckstrin
homology), wigze fosfatydyloinozytole [10]. N-koricowa domena dynaminy jest
miejscem wigzania GTP. Genetyczna modyfikacja w postaci delecji N-konca dy-
naminy powoduje zahamowanie internalizacji transferyny oraz zmiany w wewnatrz-
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RYSUNEK 5. Udziat biatek i fosfatydyloinozytoli w endocytozie (zmodyfikowane dane wg [1, 2, 3, 7,
8, 10, 26,31,32, 43])

komadrkowej dystrybucji ciezkiego tancucha klatryny i a-adaptyny kompleksu AP-2,
podczas gdy rozmieszczenie y-adaptyny kompleksu AP-1 pozostaje niezmienione
[17]. Dane te wskazujg na role dynaminy w odcinaniu pecherzykéw optaszczonych
powstajacych wylagcznie z btony komorkowej, a nie z blony cystern TGN.

Aktywno$¢ GTP-azowa dynaminy wzrasta pod wptywem fosfatydyloinozytoli
oraz na skutek interakcji z biatkiem Grb2 [39]. Najsilniejszym aktywatorem jest
Ptdins(4,5)P2, kolejnym PtdIns(3,4,5)P3. Aktywacja dynaminy przez Grb2 i
PtdIns(4,5)P2 ma charakter synergistyczny, np. przy 0,05 pM stezeniu dynaminy
jej aktywnos$¢ GTP-azowa wzrasta w obecnosci obu aktywatoréw czterokrotnie
w poréwnaniu z aktywnoscig ujawniang wytacznie w obecnosci PtdIns(4,5)P2. Przy-
puszcza sie, ze Grb2, podlegajgc interakcji z czasteczkami dynaminy, wywotuje
znaczny wzrost stezenia fosfolipidow na powierzchni pecherzykéw [1]. Podobnie
jak inne biatka uczestniczgce w procesach endocytozy i sortowania, dynamina ulega
odwracalnej fosforylacji i defosforylacji, przy czym formadefosforylowana wykazuje
obnizong aktywno$¢ GTP-azowg [2, 39].
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Amfifizyna jest cytosolowym biatkiem pierwotnie zidentyfikowanym w tkance
nerwowej, gdzie gromadzi sie w zakoiczeniach synaptycznych. N-koficowy odcinek
amfifizyny zawiera strukture coiled-coil, a C-koniec stanowi domena SH3, biorgca
udziat w interakcjach amfifizyny z dynaming i synaptojaning. Amfifizyna wchodzi
w interakcje z dynaming na poziomie jej oligomery zacji, tzn. w procesach zwigzanych
z odcieciem pecherzyka endocytarnego; wigze sie réwniez z biatkiem cytoszkieletu
- aktyng [39]. Interakcja amfifizyny z AP-2 zachodzi z udziatem domeny innej
niz domena SH3 i zwieksza sie na skutek defosforylacji [2, 10]. Amfifizyna ulega
defosforylacji wywotanej depolaryzacja btony zakoriczen nerwowych, natomiast
repolaryzacja btony powoduje ponowne ufosforylowanie.

Synaptojanina 1 jest biatkiem nagromadzonym w wysokim stezeniu w zakon-
czeniach nerwowych, synaptojanina 2 wystepuje w wielu tkankach (m. cz. 140
kD). Sposrdd trzech domen biatka, centralna wykazuje aktywnos$¢ inozytolo-5’-
fosfatazowa, C-terminalnajest bogata w reszty proliny, natomiast N-koniec wykazuje
homologie z biatkiem Sac |, odgrywajacym waznarole w transporcie pecherzykowym
w komorkach drozdzy. Synaptojanina ujawnia swa aktywnos¢ fosfatazowg wzgledem
takich substratow, jak: Ins(l,4,5)P3, Ins(l,3,4,5)P4, PtdIns(4,5)P2 i PtdIns(3,4,5)P3

31].
: éynaptojanina 1 podlega interakcji z amfifizyna, Grb2 oraz innymi biatkami
posiadajacymi w swej strukturze domene SH3 i zaangazowanymi w procesie en-
docytozy irecyklizacji pecherzykow synaptycznych. Synaptojanina 2 podlegajedynie
interakcji z Grb2, co wydaje sie wskazywac, ze wielorakie opisane formy ino-
zytolo-5-fosfataz uczestniczg w specyficznych interakcjach i procesach (m.in. w
endocytozie) i posredniczg w ich regulacji z udziatem fosfatydyloinozytoli [31,
32].

Synaptojanina 1, dynamina 1i amfifizyna 1 ulegajg rownoczesnej defosforylacji
w trakcie depolaryzacji btony zakonczen nerwowych i fosforylacji uwarunkowanej
repolaryzacja. Za defosforylacje odpowiedzialnajest kalcyneuryna - fosfataza, ktorej
aktywnos¢ jest regulowana przez kalmoduline i jony Ca2+ [39].

Eps 15 jest kolejnym biatkiem biorgcym udziat w procesie tworzenia i we-
whnatrzkomérkowego przemieszczania sie pecherzykéw optaszczonych Kklatryna.
Biatko to zidentyfikowano pierwotnie jako substrat kinazy receptora EGF. Zlo-
kalizowanie Eps 15 na kraricach formujacych sie dotkéw optaszczonych dowodzi
jego roli w odcinaniu pecherzykéw [49]. Stwierdzono tez catkowitg kolokalizacje
puli Eps 15 w komorce z klatryng i kompleksem adapterowym AP-2. Biatko Eps
15 wigze sie z domeng globulama (C-kohAcowa) a-adaptyny zaréwno wolnego
(cytosolowego), jak i zwigzanego z btong komoérkowa kompleksu AP-2 [3, 49].
W wigzaniu sie z AP-2 uczestniczy sekwencja Asp-Pro-Phe (DPF) w C-koncowej
domenie biatka Eps 15. Cechg wyrd6zniajacg Eps 15 jest obecno$é trzech 70-ami-
nokwasowych konserwatywnych domen zwanych domenami EH (Eps 15 homology
domain) zlokalizowanych na N-konicu polipeptydu [29]. Domeny te uczestniczg
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w interakcjach Eps 15 z innymi biatkami, ligandem dla domen EH jest tréjpeptyd
Asn-Pro-Phe (NPF). Komorki HeLa ze zmutowanym biatkiem Eps 15 pozbawionym
domen EH nie sg zdolne do tworzenia prawidtowych pecherzykéw optaszczonych
[3, 4].

Wykazano tez wigzanie Eps 15 z epsyng, kolejnym biatkiem zaangazowanym
w proces endocytozy z udziatem optaszczonych pecherzykow [7]. Epsyna ma w
regionie C-kofAcowym trzy motywy Asn-Pro-Phe (NPF) dla zwigzania trzech domen
EH biatka Eps 15 oraz trojpeptyd Asp-Pro-Trp (DPW), ktéry moze wigzac sie
z regionem globularnym a-adaptyny, konkurujagc w tym wigzaniu z Eps 15.

Biatkiem bioragcym udziat prawdopodobnie w najwcze$niejszych etapach en-
docytozy jest EAST [25, 26]. Zastosowanie mikroskopii immunofluorescencyjnej
pozwolito na stwierdzenie kolokalizacji biatka EAST z klatryng w obrebie pe-
cherzykéw. Wykazano tez zdolno$¢ wigzania EAST z Eps 15 [26]. Niezbedna
w tym wigzaniu jest domena SH3, dla ktorej ligandem sa sekwencje bogate w
proline, obecne w regionie centralnym biatka Eps 15. Istotng role w strukturze
biatka EAST odgrywa takze domena VHS ztozona z okoto 140 reszt aminokwa-
sowych N-konica. Sugeruje sie udziat tej domeny w zakotwiczaniu EAST w btonie
komorkowej. Poza tym obecno$¢ domeny VHS odkryto w Kilku innych biatkach
zwigzanych z endocytozg lub transportem pecherzykowym [25].

W 1999 roku Sengar i wsp. zidentyfikowali w komérkach ssakéw nowe biatka
Esel i Ese2, biorgce udziat w procesie endocytozy. Biatka Ese tworzg in vivo
kompleks z Eps 15, mogacy reagowaé przynajmniej z czternastoma innymi biatkami.
Stwierdzono miedzy innymi, ze biatka Ese wykazujg zdolno$¢ wigzania z epsyng
poprzez N-koricowg domene EH oraz z dynaming za posrednictwem C-koricowej
domeny SH3. Przypuszcza sie, ze kompleks biatek Ese-Eps 15 stanowi ogniwo
faczace dynamine i inne biatkowe komponenty istotne dla endocytozy [43].

Spos6b tworzenia pecherzykéw optaszczonych uczestniczacych w endocytozie
zaleznej od receptorow i wewnatrzkomérkowym transporcie oraz regulacja tych
procesow zostaty w ostatnich latach dobrze poznane i wzbogacone odkryciem nowych
biatek. W niniejszym artykule przedstawiono nowe dane dotyczace proceséw en-
docytozy zaleznej od receptoréw i transportu makromolekut z TGN, w szczeg6lnosci
z udziatem optaszczonych klatryng pecherzykéw oraz komplekséw AP-1 i AP-2.
Zasygnalizowano réwniez role fosfatydyloinozytoli w pewnych etapach tych pro-
cesow.
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CZYM JEST KOMORKA ROSLINNA?
MIEJSCE SCIAN KOMORKOWYCH*

WHAT IS A PLANT CELL? POSITION OF PLANT CELL WALLS

Przemystaw WOJTASZEK

Instytut Chemii Bioorganicznej PAN, Poznan

Streszczenie: Sciany komérkowe roélin sg integralnym sktadnikiem zywych komérek, podlegajacym
dynamicznym zmianom w odpowiedzi na bodzce wewnetrzne i docierajace z zewnatrz. Renesans badan
nad $cianami komérkowymi doprowadzit do sytuacji wymagajacej ponownego zdefiniowania pojecia
»komorka roélinna”. W pracy przedstawiono wspotczesny stan wiedzy o Scianach komorkowych,
ukazujac réwnocze$nie zréznicowane pojmowanie miejsca scian w komoérkach roslinnych. Wychodzac
z analizy zatozen i wnioskéw dwdch teorii organizacji system6w biologicznych: komdérkowej i organi-
zmalnej, zaproponowano organizmalny model interpretacyjny komdrki roslinnej. Na tej podstawie
wskazano na integralng obecno$¢ Scian komérkowych w architekturze roslin i komérek roslinnych.
(Postepy Biologii Komaorki 2000; 27: 315-324)

Stowa kluczowe: komoérka roslinna (definicja); matriks pozakomdrkowa (ECM); matriks zewnatrzko-
moérkowa (ECM); protoplast; Sciany komoérkowe; teoria komoérkowa; teoria organizmalna

Summary: Plant cell walls are integral components of living cells, undergoing dynamic changes in
response to internal as well as external stimuli. The revival of studies on plant walls has led to the situation
where re-definition of aconcept of ,,plant cell” is necessary. In this paper the current knowledge on plant
walls is presented and differentiated understanding of the position of cell walls in plant cells is revealed.
Starting from the analysis of basic tenets and corollaries of cell and organismal theories describing
organisation of biological systems, an organismal model for interpretation of plant cell concept is
proposed. On that basis an integral presence of cell walls in the architecture of plants and plant cells is
indicated.

(Advances of Cell Biology 2000; 27; 315-324)

Key words: cellular theory; cell walls; exocellular matrix (ECM); extracellular matrix (ECM); organismal
theory; plant cell (definition); protoplast

*Autor dziekuje Komitetowi Badan Naukowych za wsparcie finansowe w ramach projektu badaw-
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»The cell wall infrastructure of their tissues

sets plants apart from all other organisms”.

Obecnos$é w ich tkankach infrastruktury $cian komérkowych
odroznia rosliny od wszystkich innych organizmoéw.

Niklas 1992
Proby poznania wielorakich przejawdw biologii zywych organizmdéw doprowa-
dzity do uksztattowania sie réznych dyscyplin nauk przyrodniczych, rzadzonych
przez wiasciwe sobie podejscia metodologiczne i bardzo czesto oddzielonych
wyrazng barierg wyspecjalizowanego jezyka. Jednym z efektdw takiej historii stato
sie zamkniecie, mniej lub bardziej hermetyczne, dyscyplin biologii w obrebie danego
poziomu hierarchicznej organizacji biologicznej. Dopiero w ostatnich latach za-
obserwowaé mozna odwrdcenie tego dtugotrwatego procesu, takze w biologii roslin
[6]. Prowadzi to jednak niekiedy do znacznego zamieszania pojeciowego, wyni-
kajacego po czesci z braku jednoczacego wszystkich badaczy podtoza teoretycznego.
Sciany komoérkowe, i tylko one, byly ta czeécig komérki, ktorg ujrzat Robert
Hooke obserwujac korek pod mikroskopem, i ktérych rysunki znalazty sie w jego
stynnej ,,Mikrografii” [13]. Do dzi$ tez sciany komdrkowe, obok plastydéw i cze-
$ciowo wakuol, pozostaty najwazniejszym elementem strukturalnym wyr6zniajacym
komérki roslinne wérdd innych komdrek eukariotycznych. Paradoksem wobec tego
wydawacé sie moze fakt, ze Sciany wyznaczajgce granice komérek, jedna z inspiracji
teorii komdrkowej Schleidena i Schwanna, po odkryciu protoplastu na prawie trzy
wieki odeszty w cien zapomnienia jako martwa, sztywna skrzynka otaczajaca zywy
protoplast. Paradoksem jest rowniez to, ze wiasnie renesans badan nad Scianami
komaorkowymi, jaki obserwujemy w XX wieku, doprowadzit do sytuacji wymagajacej
ponownego zdefiniowania pojecia ,,komérka roslinna”.

CZYM SA SCIANY KOMORKOWE?

For the plant cell, the cell wall is a frontier zone, where the cell encounters the
challenge of the outside world. For the plant biologist, the cell wall is a research
frontier, at which the old concept of a dead, structureless box has given way to a

new picture of a highly complex structure performing a great diversity of functions
in the life of the plant.

Dla komérki roslinnej sciana komdrkowa stanowi strefg graniczng, miejsce,

w ktorym komoérka styka sig z wyzwaniami otaczajgcego Swiata. Dla biologa

roslin Sciana komdrkowa jest granicg poznawczg, gdzie stara koncepcja

martwej, pozbawionej struktury wewnatrznej, skorupy ustepuje miejsca

nowemu obrazowi wysoce ztozonego ukiadu speiniajgcego wiele

roznych funkcji w zyciu rosliny.

Brett & Waldron 1996
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Wieki obserwacji mikroskopowych utrwality przekonanie, ze Sciany komaérkowe
sq ,,raz dane” i ze sg one zawsze statym elementem komdarki. Badania wspotczesne,
wykorzystujace zdobycze biologii komorki, biochemii i biologii molekularnej po-
kazuja jednak, ze sciany komérkowe sg integralnym skfadnikiem zywych komorek,
podlegajagcym dynamicznym zmianom w odpowiedzi na bodzce wewnetrzne i do-
cierajgce z zewnatrz [2, 3, 42].

Sciany komérkowe sa strukturg wysoce ztozona, o whasciwosciach, ktére zaréwno
jakosciowo, jak i ilosciowo odbiegajg od wiasciwosci budujacych jg elementow
sktadowych. Z chemicznego punktu widzenia, sciany komérkowe sg skompliko-
wana, lecz uporzadkowang mieszaning polisacharydow, (gliko)protein i zwigzkow
fenolowych, gtéwnie w postaci lignin. Zaproponowane modele opisujg $ciany
komorkowe jako kompleks co najmniej trzech przenikajacych sie wzajemnie sieci:
celulozowo-hemicelulozowej, pektynowej i biatkowej oraz, w niektérych typach
$cian, ligninowej [5]. Elementy $cian komdrkowych powigzane sa ze sobg wigzaniami
kowalencyjnymi lub wodorowymi i stabilizowane oddziatywaniami jonowymi i/lub
hydrofobowymi, ktérych zasieg jest rozny dla réznych typow Scian komdérkowych.
Istotne znaczenie odgrywa réwniez zmienna zawarto$¢ wody oraz substancji mi-
neralnych w écianach, w zasadniczy spos6b wptywajac na wtasnosci fizykochemiczne
polimeréw S$cian i zakres ich wzajemnych oddziatywan. Rozwazajgc wtasnosci me-
chaniczne $cian przyjmuje sie, ze $ciany sg kompozytowym ukfadem dwufazowym,
ztozonym ze sztywnych, odpornych na rozcigganie, krystalicznych mikrofibryl ce-
lulozowych zanurzonych w amorficznej, odpornej na $ciskanie matriks, tworzonej
gtéwnie przez pektyny, a stabilizowanej przez biatka i zwigzki fenolowe [41].

Formowanie $cian komoérkowych podlega bardzo precyzyjnej kontroli, zaréwno
lokalnie, jak i na poziomie catego organizmu, zaleznej od stanu fizjologicznego
komorki i od wzajemnego oddziatywania sygnatow docierajacych do i wychodzacych
z komorki. Sciany komérkowe w réznych tkankach, $ciany komérkowe poszcze-
gélnych komorek w obrebie tkanek, a nawet domeny $cian komoérkowych poje-
dynczych komorek mogg by¢ formowane w rézny sposob, z rézng predkoscig i
z wykorzystaniem zréznicowanych elementéw budulcowych [21, 32]. Wiasciwie
wszystkie przedziaty komorki uczestniczag w biosyntezie $scian komorkowych, do-
konujac tym samym ,tlumaczenia” jednowymiarowych sekwencji genéw na troj-
wymiarowg architekture komérek i tkanek [42].

Sciany komorkowe sa najpowszechniej wystepujacg na Ziemi strukturg biolo-
giczng. Szacuje sie, ze rosliny wytwarzaja rocznie ponad 100 mld ton celulozy
i lignin [28]. Pomimo to do niedawna niewiele bylo wiadomo o roli, jakg $ciany
spetniajg w zyciu komérek i roslin. Wyjatkiem byta funkcja szkieletowa, ktorg
najlepiej charakteryzuje zdanie Hagemanna [10]: ,,Wigczenie $cian komdrkowych
do rozwijajacych sie merysteméw roslin wyzszych byto mechaniczng koniecznoscia
i podstawg ich ewolucji na ladzie”.
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Obecnie wiemy juz, ze Sciany komérkowe:

1) sa czynnikiem kontrolujacym wzrost i ksztatt komorek,

2) biora udzial w procesach transportowych,

3) dzieki obecnosci plazmodesm, ktorych stan, wielko$¢ i rozmieszczenie moga
by¢ precyzyjnie regulowane, uczestniczg w procesach komunikacji miedzykomér-
kowej,

4) stanowig zrodto oligosacharyn - roslinnych czasteczek sygnalnych,

5) sg istotnym wyznacznikiem réznicowania sie komérek oraz

6) determinanta procesdw rozwoju i morfogenezy,

7) a z racji swego umiejscowienia na zewnatrz protoplastow stanowig naturalng
strefe kontaktu z otaczajagcym Srodowiskiem, w tym takze z mikroorganizmami
symbiotycznymi i patogennymi [2, 3, 42].

CZYM JEST KOMORKA ROSLINNA?

Intensywny rozwgj badan $cian komdrkowych spowodowal, ze pojawito sie zna-
czne zamieszanie pojeciowe. Historycznie ugruntowane pojecie ,,$ciana komorkowa”
zaczeto czesto zamienia¢ na ,,matriks pozakomorkowa” (ang. extracellular matrix;
ECM), w przekonaniu, ze to drugie lepiej oddaje dynamiczng zmienno$¢ Scian
komorkowych i ich funkcjonalne podobienstwo do ECM zwierzat (np. [2, 32]).
Wynika to po czesci ze specyfiki rozwoju badan, przede wszystkim biochemicznych
i molekularnych, nad ros$linami, ktére zwykle postepuja w $lad za badaniami komérek
zwierzecych. W efekcie zjawiska zaobserwowane u roslin prébuje sie ,,dopaso-
wywac” do odkry¢ i modeli opracowanych dla zwierzat. Stad tez wykorzystanie
pojecia ECM, ktére w zamysle wprowadzajacych je badaczy miato réwniez su-
gerowac jednos$é wszystkich przejawdw zycia Swiata roslin i zwierzat. Zamieszanie
terminologiczne znalazto swoj wyraz w dyskusji: ,,Czym jest komérka roslinna”?
toczacej sie w 1991 roku na tamach Plant Celi [33,34, 38,39]. Dyskusja ta zamykata
sie wiaSciwie w pytaniu: ,,Czy Sciany komdrkowe sg czescig komorki roslinnej,
czy tez nie”?

Klasycznadefinicja komérki roslinnej, podana przez Esau, stwierdza, ze ,,Komdrka
roslinna sktada sie z protoplastu i Sciany komérkowej; w zmartwiatych tkankach,
wylgcznie ze Sciany komdrkowej lub ze Sciany komorkowej i nieozywionych’ in-
kluzji”. [9]. W zasadzie bez zmian definicje te powtarzajg rowniez najnowsze polskie
opracowania encyklopedyczne [8,37], powielajac niestety przy tym poglad, iz$cia-
na komorkowa jest martwym wytworem protoplastu™ [37]. Tego typu definicje od-
zwierciedlajg jedno z mozliwych podejs¢ do pojmowania komérki. Jego podstawg
jest zgoda na to, ze wszystkie organizmy zbudowane sg z komorek, ale poszczegdlne
grupy organizmow mogag by¢ wyroznione dzieki swoistym elementom konstru-
kcyjnym ich komérek inp. dlaroslin takim elementem bedzie m.in. Sciana komoérkowa
[39]. Na przeciwnym biegunie sytuuje sie drugie stanowisko, zgodnie z ktorym
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definicja komorki jako ,,najmniejszej jednostki zycia” powinna obejmowaé jedynie
te elementy, ktore sg wspolne dla wszystkich organizmoéw zywych. Tutaj ulokowacd
mozna proby bardzo uog6lnionych definicji, np. termodynamiczng, traktujgcg ko-
morke jako uktad otwarty (np. definicja w [30]), czy tez model komérki jako
»powierzchni zdarzeA”, zaproponowany przez Lintilhaca [23]. W bardziej trady-
cyjnym ujeciu tego podejscia ,,... istoty zywe zbudowane sg z komdrek - matych,
otoczonymi btong jednostek, wypetnionymi stezonym wodnym roztworem zwigzkow
chemicznych i wyposazonych w niezwyktg zdolno$¢ tworzenia swych wiasnych kopii
na drodze wzrostu i podziatu na dwie jednostki potomne” [1]. Stad bezposrednim
whioskiem jest uznanie, ze wszystko, co usytuowane jest poza obrebem btony
komorkowej, nie jest czescig, lecz produktem aktywnosci komérki, a $ciany ko-
markowe roslin, grzybow czy bakterii nalezy wytgczy¢ z obrebu komorki i zrédwnaé
z ECM komérek zwierzecych [38]. Konsekwentne stosowanie tej definicji sprawia
jednak trudnosci nawetjej oredownikom ze wzgledu naistnienie pojecia ,,protoplastu”
swoistego dla $wiata roslin. Chociaz wiec ,flaga komérka roslinna, sztucznie po-
zbawiona swojej Sciany, jest delikatna i bardzo podatna na uszkodzenia”, to ,,...zwie-
kszenie objetosci komorki, ograniczone przez op6r $ciany komorkowej, umozliwia
pozostawanie protoplastu w stanie jedrno$ci” [1] (wyrdznienia moje). Co wiecej,
takie podejscie umniejsza réwniez znaczenie zdolnosci komérek do samopowielania
[33]. Nalezy bowiem zauwazy¢, ze formowanie przegrody pierwotnej i dalej Sciany
komdrkowej jest nieodtgczng cechg podziatu komorkowego u roslin. Tymczasem
jako protoplast, komorka roslinna jest niezdolna do podziatu dopoéty, dopoki nie
zostanie odtworzona funkcjonalna, otaczajgca $ciana komdérkowa [26, 40].

DWA SPOJRZENIA NA ORGANIZACJE BIOLOGICZNA
ORGANIZMOW ZYWYCH

Przedstawione problemy interpretacyjne wydajg sie mozliwe do przezwyciezenia.
Ponizej chciatbym zaproponowac jedng z potencjalnych drég wyjscia, opierajaca
sie na zmodyfikowanej definicji komarki roslinnej. Wymaga to jednak wcze$niej-
szego omdwienia zatozen organizmalnej teorii organizacji biologicznej i poréwnania
ich z zalozeniami teorii komorkowej.

Teoria komdrkowa, zaproponowana przez Schleidena [35] i Schwanna [36], tak
bardzo wrosta w system badan i ksztatcenia biologéw, ze bardzo czesto zapomina
sig, iz nie jest ona jedynym sposobem interpretacji Swiata zywego. Juz kilka lat
po jej powstaniu, pojawita sie propozycja odmiennego opisu organizacji systemow
biologicznych, zwanateorig organizmalna, ktorej wyrazicielem byt przede wszystkim
Hofmeister [12], a ktorej zatozenia najlepiej podsumowuje stwierdzenie du Bary’ego:
,,Die Pflanze bildet Zellen, nicht die Zelle bildet Pflanzen” (Ro$lina tworzy komarki,
komarki nie tworza roslin; cytat za [28]). Zestawione w tabeli 1 poréwnanie pod-
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TABELA 1. Poréwnanie podstawowych zatozen dwdch teorii organizacji biologicznej (na pod-
stawie [17, 18, 28])

Teoria komoérkowa Teoria organizmalna

*Wszystkie istoty zywe zbudowane sg *Ontogeneza jest wiasnoscig organizmu jako
z komorek catosci

*Kazda komoérka w organizmie jest odrebnym eWzrost i réznicowanie sg witasnosciami
indywiduum o takiej samej randze protoplazmatycznego indywiduum
morfologicznej

Komorka w tkance jest morfologicznie *Réznicowanie moze, ale nie musi obejmowac
i fizjologicznie podstawowg jednostka podziatu protoplazmy

struktury i funkcji

*Kazdy organizm wielokomdérkowy jest «Jezeli do podziatu dochodzi, to komorki sa
zbiorowiskiem (,,republikg”) komoérek podrzednymi cze$ciami catosci

*Cechy organizmu sg sumg cech budujgcych <Poniewaz podziaty rzadko sg kompletne,

go komoérek wszystkie czesci pozostajg potaczone i catosé

nadal funkcjonalnie jest jednos$cia
*Ontogeneza jest efektem kooperatywnego *Ontogeneza jest rozdzieleniem catosci
wspotdziatania wielu komdrek na nowoutworzone czesci

stawowych zatozen obu teorii pokazuje, ze sg one na tyle ostro sformutowane,
iz przyjecie jednej teorii wyklucza mozliwos¢ natozenia sie wyprowadzanych wnio-
skow z wnioskami sformutowanymi na podstawie drugiej z nich. Co wiecej, akcep-
tacja i zastosowanie jednej Sciezki interpretacyjnej wiasciwie wyznacza kierunek
badan uniemozliwiajgc szersze spojrzenie na pojawiajace sie problemy. Za przykiad
niech postuzg implikacje filogenetyczne. Poniewaz wedtug teorii komoérkowej or-
ganizm wielokomdérkowy jest zbiorowiskiem komoérek, podstawowym wnioskiem,
jaki sie nasuwa, jest stwierdzenie, ze organizmy jednokomérkowe sg ,,prymityw-
niejsze”, a ewolucja form zywych postepowata drogg uformowania kolonii ko-
moérkowych i dalej funkcjonalnej specjalizacji komorek w obrebie kolonii, co
doprowadzito do wyksztatcenia organizméw wielokomérkowych. Z drugiej strony
interpretacja organizmalna oznacza uznanie, ze organizmy wielo- ijednokomaérkowe
sq formami zycia wzajemnie homologicznymi, w ktérych odpowiednio doszto lub
nie do podziatu protoplazmy. Natomiast utworzenie struktur rozpoznawanych jako
komorki umozliwito specjalizacje poszczegolnych fragmentow protoplazmatycznego
indywiduum.

Przyjrzenie sie zatozeniom teorii komdrkowej pokazuje, ze znakomicie oddaje
ona sytuacje obserwowang u zwierzat, gdzie mamy do czynienia z podziatami ko-
maérkowymi prowadzacymi do petnej separacji komoérek potomnych. Jej efektem
jest niezalezno$¢ drogi rozwojowej, a takze niezalezna ruchliwo$¢ i mozliwos¢
przemieszczania sie komdrek potomnych. Wydaje sie jednak, ze do opisu $wiata
roslin lepiej nadaje sie teoria organizmalna. Zauwazyé bowiem nalezy, ze u roélin
podziaty komorkowe, bedace efektem wprowadzenia przegrody pierwotnej pomiedzy
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potomne protoplasty, nie sg kompletne, a dzieki plazmodesmom zachowana zostaje
ciggtos$¢ cytoplazmatyczna i systemu bton wewnetrznych oraz, prawdopodobnie,
cytoszkieletu [22,42]. Przerwanie owej ciggtosci symplastycznej, charakterystyczne
dla procesu formowania gamet, jest réGwnocze$nie oznakg powstawania nowego
organizmu, nowego protoplazmatycznego indywiduum [25]. Poza tym, istnieje wiele
innych przestanek uzasadniajgcych stosowanie teorii organizmalnej do opisu roslin.
Szczegdlnie interesujgcych dostarczajg badania morfogenezy roslin, wskazujgce na
nadrzednos$¢ cech organizmu w organogenezie i ksztattowaniu sie formy rosliny
(np. [7], przeglad w [10, 11, 17, 18]). Te dane znalazty ostatnio réwniez swoje
potwierdzenie w analizach mutantdéw roslin o zaburzonych procesach rozwojowych
[14, 42].

DEFINICJA KOMORKI ROSLINNEJ

Przyjecie zatozen teorii organizmalnej umozliwia znaczgco odmienne spojrzenie
na Sciany komaérkowe, na ich miejsce w rodlinach i w komorkach roslinnych, a
w konsekwencji pozwala rozwigza¢ problem definicji komorki roslinnej. Zgodnie
z nimi, komorka jest podrzedng cze$cig organizmu - roéliny, wypadkowa wtdrnego
podziatu protoplazmy na mniejsze fragmenty (tab. 1). W takim uktadzie wyste-
powanie $cian komdrkowych, w szczegolnosci zewnetrznych Scian komorkowych,
staje sie przede wszystkim cechag organizmu, a nie komérki. Warstwa kutykuli,
uformowana wokot scian komoérkowych zygoty Citrusjambbhiri, jeszcze zanim doj-
dzie do pierwszego podzialu komoérkowego [4], czy tez wymog depozycji warstwy
kutykularnej dla zainicjowania embriogenezy somatycznej u Camelliajaponica [29],
potwierdzajg taka witasnie pozycje scian komérkowych. Podobnie, w przypadku
organizmdw jednokomoérkowych otaczajaca je $ciana réwniez jest cechag organizmu.
Natomiast, wewnetrzne sciany komorkowe, dzielace protoplazmatyczne indywiduum
roslinne na komorki, tworzg strukturalne i funkcjonalne continuum we wnetrzu
catej rosliny. Jak fatwo zauwazy¢, owo continuum, okreslane mianem ,,apoplastu”,
juz dawno zostato przez biologdw roslin rozpoznane i przeciwstawione innemu
continuum uformowanemu przez ciggly system cytoplazmatyczny zamkniety w ob-
rebie systemu bton komérkowych - ,symplastowi”.

Powyzsza relacja miedzy roslinami i systemem ich $cian komorkowych obser-
wowana jest réwniez u zwierzat. Continuum matriks pozakomdrkowej, w ktdrej
zanurzone sg komorki zwierzece, jest topologicznie tozsame z continuum $cian
komérkowych w roslinach. Podstawowa roznica ujawnia sie wtedy, gdy rozpatruje
sie relacje na poziomie komérkowym. U zwierzat matriks powstaje dzieki koope-
ratywnemu dziataniu wielu komdrek w obrebie tkanek lub organéw i niejest mozliwe
przypisanie pochodzenia jej elementéw sktadowych poszczegélnym komdérkom. W
efekcie, zwierzeca ECM jest najczeSciej definiowana przez uzycie dodatkowych
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pojec, np. tkanki: ,,...tkanki sktadajg sie nie tylko zkomérek (...), lecz takze z substancji
miedzykomdrkowej, ktorag komorki wydzielajg dookota siebie” [1].

Odmienng sytuacje obserwuje sie u roslin, u ktérych dany element $ciany ko-
madrkowej mozna zidentyfikowaé jako wytwar okreslonej komaorki, najczesciej tylko
jednej komérki. Wspomniana juz wczesniej koniecznos$¢ istnienia scian komoér-
kowych do tego, by nastapit podziat komérkowy protoplastu [26, 40] oraz owa
Scista zalezno$¢ topologiczna, a przede wszystkim biosyntetyczna [42] pokazuja,
ze chociaz $ciany komorkowe usytuowane sg na zewnatrz komorki, to stanowig
one czes¢ tejze komorki. Wiadomo réwniez, ze cytoszkielet komorki i jej btona
komorkowa potaczone sg ze scianami komérkowymi w jedno funkcjonalne i stru-
kturalne continuum [27, 31, 43]. Umozliwia to nie tylko regulacje funkcji me-
chanicznych, ale takze koordynacje wymiany informacji miedzy- i wew-
natrzkomaérkowej, a przede wszystkim zapewnia stabilny szlak przekazywania syg-
natéw od zewnetrznych peryferii komorki bezposrednio do jadra. Udziat Scian ko-
mérkowych w ustalaniu potozenia jadra komorek roslin [19], czy tez, wykryta
niedawno, obecno$¢ mechanicznych potaczer pomiedzy jadrami komoérek ludzkich
a ich powierzchnig [24], potwierdzajg tego typu sugestie. Pamieta¢ rowniez nalezy,
ze komorka nie jest ,workiem z enzymami”, a jej metabolizm nie jest mieszaning
reakcji swobodnie przebiegajgcych w roztworze. Znaczna cze$¢é aktywnosci bio-
chemicznej komorki to reakcje ,,w ciele statym”, z udziatem biatek, ktorych pra-
widtowe funkcjonowanie zalezne jest m.in. od dostepnosci wody czy tez warunkow
biofizycznych (mechanicznych) w ich bezposrednim otoczeniu [15]. Obecnos¢ cig-
gtego continuum, obejmujacego wszystkie elementy strukturalne komarki, dostarcza
trojwymiarowej konstrukcji architektonicznej, zapewniajgcej tak mechaniczne, jak
i biochemiczne warunki do prawidtowego funkcjonowania komoérki w rodlinie [42].
W takim uktadzie, integracja $cian komdrkowych, jako gtéwnego stabilizatora ,,ar-
chitektury zycia” [16], w obreb komdrki roslinnej wydaje sie jedynym logicznym
posunieciem.

Pewien krok na drodze do integralnego pojmowania komérek roslinnych uczy-
niony zostat w 1993 r., wraz z propozycjg Wyatt i Carpity [43], by powszechnie
stosowany termin ,,matriks pozakomérkowa” (ang. extracellular matrix, ECM) zmo-
dyfikowa¢ na mniej ostre sformutowanie ,,matriks zewngtrzkomorkowa” (ang. exo-
cellular matrix, ECM). Cho¢ propozycja ta nie likwidowata zrédta konfliktow
terminologicznych, pozwalata na wiekszg dowolno$¢ interpretacyjng usytuowania
scian komorkowych w relacji do protoplastu i catej komérki roslinnej [43]. Pro-
pozycja, ktdrg przedstawiam tutaj, powraca do klasycznej definicji komarki roslinnej
[9], ale zwraca uwage na dwa, podstawowe w moim rozumieniu, aspekty:

1) usytuowanie komérki roslinnej w kontek$cie organizmu, a wiec w relacji
czesci do catosci oraz

2) wigczenie scian komdrkowych w obreb komérek roslinnych jako integralnej,
zewnetrznej czesci tychze.
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W tym sensie, $ciana komorkowa staje sie ,,powierzchnig zdarzen” Lintilhaca
[23] lub inaczej miejscem, w ktérym stykaja sie cechy komérkowe i organizmalne
roslin [20].
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CzZY ZWIERZETA Z CELOWANA MODYFIKACJA
GENOMU SA WIARYGODNYM MODELEM
BADAWCZYM? LEKCJE Z NEUROBIOLOGII

DO ANIMALS WITH TARGETED GENOMIC MODIFICATION
PROVIDE RELIABLE RESEARCH MODEL.
LESSONS FROM THE NEUROBIOLOGY

Anna KOWALCZYK

Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN, Zwierzetarnia, Warszawa

Streszczenie: W pracy omawiane sa wybrane modele mysie ze znokautowanymi genami, uzyte w
badaniach nad uktadem nerwowym. Niejednolite tto genetyczne zwierzat, udzial genotypu myszy
szczepu 129 - gtéwnego zrodta embrionalnych komérek macierzystych, defekty rozwojowe, plejotropia
i efekty kompensacyjne, to tylko niektére z przyczyn utrudniajacych interpretacje wynikéw uzyskanych
na tym modelu. Stosowanie specyficznych czasowo i przestrzennie ,nokautéw drugiej generacji”,
wprowadzenie transgenéw odwracajacych efekt usuniecia genu, blokowanie genéw antysensowym
mRNA badz przez mutacje punktowe pozwala na wyeliminowanie niektérych watpliwosci.

(Postepy Biologii Komérki 2000; 27: 325-342)

Stowa kluczowe: modele mysie ze znokautowanymi genami

Summary: This article is focused on problems related to application of mice knock-outs used in
neurobiology. Diverse genetical background, genotype of mouse strain 129 (the main source of
embryonic stem cells), developmental defects, pleiotropy and compensation make the interpretation of
results from knock-out models difficult. The use of time- and space-specific ,,knock-outs of second
generation”, introduction of transgenes that reverse the effect of gen knock-outs, blocking of genes by
antisense mMRNA or point mutations may aid in eliminating some of these problems.

(Advances in Cell Biology 2000; 27: 325-342)

Key words: knock-out mice
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WSTEP

Zwierzeta z celowang modyfikacja genomu i ich znaczenie

Od kilkunastu lat dostepny jest model badawczy w postaci zwierzat transge-
nicznych. Jedng z ich odmian sg zwierzeta o celowanej modyfikacji genomu, tzw.
mutanty zerowe, znane takze jako nokauty (ang. gene knockout) albo zwierzeta
z ukierunkowang delecjg. Do ich powstania przyczynity sie zwitaszcza obserwacje
zjawiska homologicznej rekombinacji w komérkach somatycznych zwierzat wy-
zszych [6].

Mutanty zerowe charakteryzujg sie gtéwnie tym, ze sg pozbawione funkcjonalnie
czynnego, konkretnego genu. Technika wykorzystywana do stworzenia takich zwie-
rzat polega na catkowitym badz czeSciowym usunieciu genu i zastgpieniu go obcym
zmodyfikowanym fragmentem DNA drogg homologicznej rekombinacji [22,44,49].
Postepowanie to uniemozliwia powstanie biologicznie czynnego produktu genu zmo-
dyfikowanego i tym samym daje nam wglad we wszystkie konsekwencje rozwojowe
i czynno$ciowe, jakie ta zmiana ze soba niesie.

Korzystanie ze zwierzat z celowang mutacjg pozwala na studiowanie mecha-
nizmow regulacyjnych genu, modelowanie chor6b dziedzicznych i nowotworowych,
tworzenie nowych lekdw, a nawet kreowanie nowych gendéw nie wystepujacych
W przyrodzie.

Celowana mutacja zerowa u myszy jest Swietnym narzedziem do stwierdzenia,
ktére geny sg niezbedne do zycia, ktére odpowiadaja za prawidtowe funkcjonowanie
organizmu w réznych okresach rozwojowych, a ktére za procesy adaptacyjne. Co
roku powstajg nowe modele zwierzece z mutacjami zerowymi, imitujgce choroby
ludzkie, wnoszgce wktad w poznanie mechanizméw zaburzen oraz wskazujace kie-
runki leczenia. Nie ma dzi$ prawie dyscypliny w naukach biomedycznych, ktora
by nie skorzystata choé w niewielkim stopniu z techniki nokautu [7,10,12,-
14,23,30,31,37,40,47,55].

Technika celowanej modyfikacji genu

Ukierunkowang delecje (a doktadniej zamiang) genu u myszy wykonuje sie od
strony technicznej w spos6b nastepujacy:

a) in vitro tworzy sie zmutowany fragment DNA zwany wstawka; zajmie
miejsce genu, ktéry chcemy usuna¢ (rys. 1); wstawka zawiera takze umozliwiajgce
selekcje (patrz nizej) geny markerowe z odpowiedniego wektora (wektorem moze
by¢ np. plazmid, wirus SV40, wirusy: brodawczaka, krowianki, bakulowirus, ade-
nowirus lub retrowirus) [57] i odcinki homologiczne do odcinkéw otaczajacych
gen usuwany;

on
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b) z macicy ciezarnych myszy wyptukuje sie 3-dniowe zarodki, ktorych wezet
zarodkowy zawiera komérki macierzyste, ESC (ang. embryonic stem cells)\ sg one
komaérkami niezroznicowanymi, totipotentnymi i do nich wprowadza si¢ metoda,
np. elektroporacji, lipofekcji, balistyczng czy laserowg [45,53,54], zmutowany frag-
ment obcego DNA,;

c) jesli zostanie on prawidtowo zintegrowany z genomem ESC, zmienione ko-
mérki ESC nabeda zdolnoSci przezycia na podtozu selekcyjnym, dzieki czemu bedzie
mozna je wyodrebni¢ sposrod innych niezmodyfikowanych [50]; komorki te zostang
nastepnie wprowadzone do blastocyst, a blastocysty sa implantowane do matek
zastepczych, po czym urodza sie z nich chimery - zwierzeta majace w sobie materiat
genetyczny z blastocysty i zmodyfikowanych komdrek ESC; bedzie je ponadto
charakteryzowat brak jednego allelu genu, ktéry usuwalismy;

d) jezeli brak genu wystagpi w linii komérek rozrodczych, to przez krzyzowanie
takich chimer miedzy sobg otrzymamy w kolejnym pokoleniu 1/4 potomstwa, ktore
bedzie pozbawione obu kopii interesujgcego nas genu.

Problemy ze zwierzetami o zmodyfikowanym genomie

Po poczatkowym okresie entuzjazmu zwigzanego z nowg technologig zwrocono
uwage na liczne problemy, jakie niesie jej zastosowanie, oraz podwazono wia-
rygodnos$¢ szeregu uzyskanych przy jej pomocy wynikéw. SzczegOlnie dobitnie
ujawnito sie to w badaniach neurobiologicznych, zwkaszcza za$ tych, ktérych celem
byto okre$lenie udziatu wybranych genéw w zachowaniu sie myszy. Warto zatem
przyjrze¢ sie tym problemom i zrédtom ich pochodzenia.

Juz w technologii uzyskiwania zwierzat z ukierunkowang delecjg tkwig pierwsze
putapki powaznie utrudniajgce na pézniejszym etapie interpretacje wynikéw i pod-
wazajgce ich wiarygodnos$¢. Zarodkowe komorki macierzyste ESC uzyskuje sie
gtéwnie ze szczepu myszy 129, ktéry charakteryzuje sie licznymi anomaliami ana-
tomicznymi i neurologicznymi m.in. brakiem corpus callosum (spoidto wielkie t3-
czace lewq i prawg pétkule mézgu). Nic wiec dziwnego, ze takze wyniki testow
behawioralnych, w ktérych badano emocje i réwnowage, uzyskane na myszach
129 sg nietypowe w poréwnaniu z innymi szczepami [1,4,16,26]. Myszy szczepu
129 sgbierne iZle wypadajg w teScie otwartego pola, stuzacym ocenie emocjonalnosci
zwierzecia (pomiar jego zdolnosci eksploracyjnych i pokonywania lekéw po umie-
szczeniu w nowym otoczeniu) oraz w tescie ,rotorod” - trzymaniu rownowagi
na obrotowym precie [1,4,16,26,38]. Z tych to powodéw szczep 129 nie moze
by¢ bez zastrzezen zaakceptowany jako wzorcowy, a uzyskane na nim wyniki
przenoszone na pozostate szczepy czy tez w inny sposéb uogoélniane.

Co wiecej, kolejnym powaznym argumentem przemawiajagcym przeciwko szcze-
powi 129jako dawcy ESC, czy szczepowi, ktory wybierzemy do dalszych krzyzowan,
jest niejednorodnosc¢ jego licznych podszczepdéw utrzymywanych w roznych osrod-
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wektor
Gen
nie zmodyfikowany
1 2
Gen po modyfikacji
1 2

RYSUNEK 1. Nokaut genu z wykorzystaniem rekombinacji homologicznej: 1, 2, 3 to eksony - regiony
kodujace genu. Gen oporno$ci na neomycyne rozbija ekson kodujacy biatko ijest zarazem markerem
selekcyjnym dla komérek, ktére ulegty modyfikacji

kach hodowlanych na $wiecie. Myszy te réznig sie w kilkunastu loci i nie przyjmuja
od siebie nawzajem przeszczepbéw [41], a wiec uzyskane od nich linie komérek
ESC réwniez sie réznig. Trudno w takiej sytuacji méwic¢ o zwierzetach powstatych
na bazie tych polimorficznych ESC jako o jednorodnym szczepie 129.

Elementami krytycznymi w pdzniejszych etapach tworzenia myszy z celowang
mutacjg zerowa mogag sie okazac: wybor szczepu do dalszych kojarzen i sam sposob
faczenia w pary. ldeatem byloby trzymanie sie przy krzyzowaniach tego samego
szczepu, z ktorego pochodzity komorki ESC. Szczep 129 jest jednak niezbyt od-
powiedni do badan neurobiologicznych i sprawia ktopoty w hodowli. Dlatego po-
pularne jest kojarzenie osobnikéw heterozygotycznych pod wzgledem genu
zmodyfikowanego z osobnikami pochodzgcymi ze szczepow C57BL, BALB/c, CD 1,
CBA, DBA lub ich krzyzéwkami. Geny szczepu, na jaki sie decydujemy, tworzg
tacznie zgenami szczepu komdrek ESC tto genetyczne mutanta zerowego i osobnikéw
kontrolnych, a ponadto wspo6toddziatujg z pozostatymi genami wstawki modyfi-
kujacej [2]. Dlatego tez szczeg6towa analiza genetyczna zwierzat ze znokautowanym
genem nie powinna nigdy ograniczaé sie do locus zmutowanego.

Podczas badan behawioralnych prowadzonych na mysich chimerach zaobser-
wowano, ze odpowiedz, wynikajgca rzekomo z funkcji badanego genu, moze sie
rézni¢ w zaleznosci od tla genetycznego szczepu, na ktdrym jest on umieszczony,
a zatem moze pochodzi¢ spoza locus badanego. Majac zatem mozliwo$¢é wyboru
tla, najakie bedzie wprowadzona mutacja zerowa, powinnismy korzysta¢ z informacji
0 szczepach myszy [1,4,16,26,38].
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W celu otrzymania zwierzat nokautowych stosuje sie kilka rodzajéw krzyzowan.
Moga to by¢ krzyzowania miedzy homozygotami, miedzy heterozygotami badz
heterozygot z czystym szczepem wsobnym tzw. krzyzowanie wsteczne. To ostatnie
jest zaledwie postepowaniem posrednim, zmierzajgcym do eliminacji udziatu jednego
szczepu w genotypie i stworzenia zwierzat kongenicznych (réznigcych sie jednym
genem lub matym fragmentem chromosomu). Dopiero kojarzenie osobnikow o ujed-
noliconym tle genetycznym i pozbawionych jednej kopii genu modyfikowanego
miedzy soba, prowadzitoby do uzyskania zwierzat nokautowych. Kontrole do nich
stanowitby szczep wsobny zgodny ze szczepem tia.

Homozygoty nokautowe wykorzystywane w badaniach uzyskuje sie przez ko-
jarzenie miedzy sobgheterozygot w stosunku do zmutowanego locus. Grupe kontrolng
do nich stanowig osobniki pozbawione mutacji, urodzone z tych samych miotow,
tzw. homozygoty ,,dzikie”. Trzeba zauwazy¢, ze homozygotycznos¢ ta dotyczy je-
dynie locus zajmowanego przez interesujagcy nas gen, podczas gdy dwuszczepowe
tto genetyczne pozostaje niejednorodne w poszczegélnych osobnikach i zmienia
sie wraz z kolejnymi pokoleniami. Krzyzowanie homozygot z mutacjg miedzy soba,
a osobnikow pozbawionych mutacji miedzy sobg pozwala na skuteczne $ledzenie
losow segregujacych gendw szczepu tha i szczepu wstawki jedynie przez dwa po-
kolenia (rys. 2). W dalszych pokoleniach wymieszanie tych gendw staje sie tak
znaczne (niezalezna segregacja), ze niemozliwe jest proste okre$lenie zrodet ich
pochodzenia [16,36]. Z tego powodu strategia stosowania kojarzen wsobnych miedzy
homozygotami zmutowanymi oraz kojarzen wsobnych miedzy homozygotami ,,dzi-
kimi” jako kontrolami jest btedna, i nie powinno sie korzysta¢ ze zwierzat z
pokolen dalszych niz F2 (rys. 2). Rodzenstwo typu dzikiego nie jest dobrg kontrolg
dla homozygotycznych mutantéw réwniez z innego powodu. Czesto $ledzgc zmiany
w zachowaniu zwierzat po pozbawieniu ich funkcji jakiego$ genu pochodzacego
ze szczepu 129, a znajdujacego sie natle genetycznym szczepu, np. C57BL, stwierdza
sie, ze do ztudzenia przypominajg one zmiany obserwowane u szczepu 129. Dzieje
sie tak najprawdopodobniej, dlatego ze zmiany te nie sg wynikiem samej mutacji,
ale raczej aktywnosci genow otaczajgcych wstawke, pochodzacych z tego samego
zrodta co zmutowany locus, czyli szczepu 129. Jest to zgodne z zasada, ze geny
blisko siebie lezgce dziedziczg sie razem. Sytuacja ta ukazuje réwniez, ze korzystamy
z nieodpowiedniej kontroli, gdyz u osobnikéw typu dzikiego fragment chromosomu
odpowiadajacy wstawce u mutanta bedzie pochodzit ze szczepu C57BL, a nie 129,
zatem bedzie zawierat zupetnie inny zestaw alleli [16]. Przy kojarzeniach jedno-
szczepowych tego rodzaju rozbhieznosci oczywiscie nie istnieja.

Bardzo spektakularnym przyktadem powyzszego problemu, moze by¢ opornosé
na ekscytotoksyczne dziatanie kainianu (agonisty glutaminianu) w komorkach CA3
hipokampa, zaobserwowana u myszy z genotypem BALB/c i C57BL, pozbawionych
w wyniku homologicznej rekombinacji czynnego genu, kodujacego biatko p53 (su-
presor nowotwordw) [34]. Ekscytotoksycznosé jest to zjawisko $mierci komorek
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Chimera szczepu C57BL/6
129

F1 XM

Heterozygota Heterozygota

. IIM IIIJW

Typ dziki x Typdziki Heterozygota Heterozygota Homozygota Homozygota

F20
Typ dziki Typ dziki Homozygota Homozygota

RYSUNEK 2. Typowy sposob krzyzowania w celu uzyskania mutantéw homozygotycznych pod
wzgledem genu badanego i osobnikéw kontrolnych. W pokoleniu F2 osobniki badane i kontrola do nich
réznig sie genami otaczajacymi locus zmutowany, gdyz pochodza one z odmiennych szczepéw: M - gen
zmutowany otoczony sekwencjami wstawki; kolory czarny i bialy - geny pochodzace ze szczepow 129
i C57BL

nerwowych wynikajace z nadmiernej stymulacji receptoréw dla glutaminianu, ktory
w warunkach prawidtowych jest gtéwnym neuroprzekaznikiem pobudzajgcym w
mézgu ssakow. Kainian podany dootrzewnowo imituje stan wzmozonej aktywacji
komorek nerwowych wywotujgc u zwierzat poczatkowo drgawki, a nastepnie zmiany
neurodegeneracyjne [43]. Poniewaz gen p53 odgrywa role w naprawie uszkodzen
DNA i wykazuje zwiekszong ekspresje w uszkodzonych neuronach w modelach
ischemii i epilepsji, sadzono, ze odgrywa on réwniez role w uszkodzeniach po-
kainianowych (kierujac komorki na droge apoptozy), a jego brak moze dziatac
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ostaniajgco. Wydawato sie zatem, ze wynik uzyskany przy pomocy nokautu genu
p53 w petni potwierdza przyjete zatozenia. Okazato sie jednak, ze choé u wszystkich
czterech szczepow myszy 129, FVB, BALB/c i C57BL zarejestrowano ataki drgawek,
to u myszy 129 i FVB protekcyjnego efektu mutacji nie zaobhserwowano. Co wiecej,
stwierdzono, ze w hipokampach myszy szczepdéw C57BL i BALB/c kainian nie
powoduje wystgpienia zmian neurotoksycznych. Mozna zatem sgdzi¢, ze sam brak
genu p53 nie jest wystarczajagcy do ochrony przed neurotoksycznym dziataniem
kwasu kainowego (KA), [34,38] i ze inne geny bioragce udzial w mechanizmie
ochronnym pochodzity z tta genetycznego szczepow C57BL i BALB/c [11,38].

Innym przyktadem wynikéw, ktdre trudno wyjasni¢ inaczej niz poprzez odmien-
no$¢ szczepow tla sg réznice w charakterystyce myszy nokautowych bez genu
fosB uzyskanych w laboratoriach Greenberga [5] i Bravo [20]. Pierwsze mutanty
sg na tle szczepdéw 129/Sv x BALB/c i wykazuja brak opieki nad potomstwem,
podczas gdy drugie, na tle szczepu C57BL, takiego defektu nie przejawiaja.

Interesujacym przyktadem moga tu by¢ réwniez badania nad zwierzetami ze
znokautowanym genem aCaMKII. Zasadniczo myszy pozbawione podjednostki a
kinazy biatkowej zaleznej od wapnia i kalmoduliny (ang. aCaMKI1) nie sa zdolne
do wytworzenia dtugotrwatego wzmocnienia synaptycznego LTP (ang. long term
potentation, elektrofizjologiczny model proceséw uczenia sie) w neuronach hipo-
kampa. Stwierdzono jednak istnienie przypadkéw bedacych odstepstwem od tej
reguty, a odpowiedzialnoscig za taki wynik obarcza sie nieznany czynnik pochodzacy
z fragmentu ESC otaczajagcego locus nokautowy (ESC typu E14, blastocysty z
C57BL, narodzone samce skrzyzowane z BALB/c) [39].

Mozna przypuszczaé, iz umieszczenie tej samej mutacji zerowej na roznych
ttach genetycznych pozwala na wszechstronniejsze zbadanie funkcjonowania genu
i wykrycie istnienia genéw modyfikatorow pochodzacych z odmiennego tla. Po-
stepowanie takie nie daje jednoznacznej odpowiedzi, ktére zmiany sg rzeczywiscie
wynikiem dokonanej mutacji, dowodzi jednak, ze znajomos$¢ charakterystyki szcze-
péw wyjsciowych, bioracych udzial w wytworzeniu mutanta zerowego, jest bardzo
pomocna w wykryciu istnienia takich zaleznosci. Na bardziej precyzyjne rozgra-
niczenie zroédet zmian pozwolitoby by¢ moze stworzenie mutacji nokautowych z
genem markerowym. Gen taki znaczytby specyficznie genotyp badz jego czes¢
i utrzymywat sie z pokolenia na pokolenie, bez szkody dla organizmu. Funkcje
takiego markera mogtoby spetnia¢ biatko zielono fluoryzujagce MmGFP (ang. mo-
dified green fluorescent protein), ktére wprowadzone z materiatem genetycznym
do implantowanych blastocyst, daje sie $ledzi¢ u osobnikéw z nich urodzonych
i wnioskowac o dalszych losach tego materiatu w nowopowstatym organizmie [58].

Modéwiac o lekcjach ptynacych z eksperymentéw behawioralnych, trudno nie wspo-
mniec¢ o labiryncie wodnym Morrisa. Badania nad uczeniem sie i pamiecig u myszy
i szczuréw prowadzone sg gtéwnie w roznych wersjach tego labiryntu. Lipp i Wolfer
[29] oraz Wolfer i wsp. [52] wskazujg na interesujgcg prawidtowos¢ zaobserwowang
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po przetestowaniu ponad 1500 myszy. R6zne zwierzeta nokautowe poszukujac plat-
formy, obierajg w przewazajacej wiekszos$ci strategie ptywania po obwodzie basenu,
przy jego S$cianie (tzw. thigmotaxis), a nastepnie zataczajg coraz mniejsze kota,
az do osiagniecia celu. Strategia ta charakterystyczna dla wiekszosci mutantéw
zerowych jest odmienna od standardowej obieranej przez rézne szczepy myszy
i szczurow oraz ich krzyzéwki. Fakt ten jest ttumaczony pogorszeniem zdolnosci
uczenia sie. Z kolei wyniki analizy czynnikowej wskazujg, iz zalezno$¢ taka (thig-
motaxis versus zdolno$¢ uczenia sie) jest tylko czeSciowa, co koniecznie wymaga
uwzglednienia w interpretacji wynikéw testu. Takze samo zatozenie, ze istnieje
tylko jeden wiasciwy sposéb rozwigzania zadania, tj. szukania platformy, wymaga
chyba ponownej weryfikacji, jesli ma odzwierciedla¢ petnie réznic behawioralnych
charakteryzujacych nowe modele, jakimi sa zwierzeta nokautowe czy transge-
niczne.

W tym samym teScie labiryntu wodnego Morrisa zwierze wykonuje czasem
prawidtowo zadanie dotarcia do oznakowanej platformy (niezaburzone uczenie),
a ma problemy ze znalezieniem platformy ukrytej pod wodg, co jest postrzegane
jako dowod na pogorszone uczenie. Poniewaz wyniki testow u myszy poddanych
lezji hipokampa wskazuja, iz uszkodzenia te pogarszajg umiejetno$¢ poszukiwania
platformy zaréwno ukrytej, jak i widocznej, uwaza sie, ze odnajdywanie platformy
oznakowanej moze by¢ zadaniem o zbyt niskim stopniu trudnosci, by wykry¢ zmiany
W uczeniu nieznacznego stopnia i tym sposobem zwierzeta lekko upo$ledzone zostang
niewtasciwie sklasyfikowane.

Inne mozliwe czynniki skladajgce sie na istotne watpliwosci
interpretacyjne

Jak juz zostato wspomniane, dziatanie mutacji zerowej nie jest jedyng sktadowa
tworzgcg nowy fenotyp. Innymi istotnymi czynnikami wspotdziatajgcymi i utrud-
niajgcymi zarazem interpretacje wynikdw, oprdcz gendw szczepu tla i genéw ota-
czajacych locus zmutowany, mogg by¢ defekty rozwojowe i fizjologiczne,
mechanizmy kompensacyjne, plejotropia, autoreperacja czy réznice spowodowane
mitochondrialnym DNA matczynym.

Plejotropia i kompensacja

Mutacja zerowa niektorych genéw wywotuje wiele odrebnych efektow feno-
typowych, sprawiajacych wrazenie, ze nie majg ze soba zwigzku, cho¢ sg one
wynikiem tylko jednej modyfikacji w genomie. Sume takich zmian okresla sie
mianem plejotropii. Przyktadem plejotropowego efektu genu moze by¢ zréznicowany
fenotyp u myszy, po usunieciu wspominanego juz genu p53 [14,34]. Brak genu
p53 powoduje wczesny rozw0j nowotworéw réznorodnych narzagdéw, w tym mézgu.
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Efekt ten wynika z faktu, ze gen p53 zwieksza $Smier¢ komorek w przypadkach
nieprawidtowej proliferacji. Liczne efekty plejotropowe mozna réwniez zaobser-
wowac u myszy pozbawionych genéw kodujacych biatka potgczen szczelinowych
(ang. gap junction) zwane koneksynami. Brak koneksyny 32 (Cx32) odpowiada
za wystepowanie nowotworéw watroby, dysfunkcje tego narzadu w odpowiedzi
na stymulacje nerwéw wspotczulnych oraz zwolnione obwodowe przewodnictwo
nerwowe [3,35,46], a brak koneksyny 43 (Cx43) jest przyczyna zaburzen kardiolo-
gicznych, nieprawidtowosci w budowie soczewek izwolnionego niesynchronicznego
przewodnictwa (zaburzenie fali wapniowej w astrocytach) [21].

Wydaje sie, ze najczesciej wieloraki efekt fenotypowy obserwuje sie u takich
mutantéw zerowych, u ktérych usuwany gen odpowiada za wystgpienie zmian roz-
wojowych. Przyktadem moga tu by¢ myszy bez genu wnt (proto-onkogen) po-
zbawione $r6dmézgowia, tytomdzgowia badZz czesci mézdzku. Tak silnie
neurotropowy fenotyp sprawia, ze ging one wczesnie, juz in utero lub w 24 godziny
po narodzinach. Gen wntjest odpowiedzialny prawdopodobnie za tworzenie wzorca
przestrzennego, wedtug ktérego przebiega formowanie struktur w moézgu, skoro
sam wywotuje tak liczne defekty [30].

Czasami zmiany fenotypowe u mutantéw zerowych nie sg widoczne. Moze to
by¢ oznaka dziatania jakiego$ mechanizmu kompensacyjnego, np. reakcji zwie-
kszajgcych aktywno$¢ gendw powigzanych z badanym locus, ktére przejmujg funkcje
genu zmutowanego i zarazem maskujg brak jego produktu [28]. Przyktadowo Chen
i wsp. [8] nie obserwowali zmian w dtugotrwaltym ostabieniu synaptycznym -
LTD (ang. long term dépression) w m6zdzku myszy - u mutantéw zerowych genu
kodujgcego PKC y. Zachowanie prawidtowego LTD bedacego forma plastycznosci
neuronalnej, u tych mutantéw, jest o tyle interesujace, ze powszechnie uwaza sie,
iz do jego indukcji potrzebna jest aktywacja kinazy biatkowej C. Otrzymany wynik
pozwala przypuszczaé, ze istnieje alternatywna, nieznana droga indukcji tej formy
plastycznosci synaptycznej, bedgcej kompensacjg braku wiasciwej kinazy badZ jest
zbyt mata czuto$¢ testu mierzgcego LTD, ktéry mogt nie wykry¢ zmian, jesli byty
nieznaczne.

Zjawisko kompensacji u zwierzat z celowang modyfikacjg genomu nie zawsze
jest tylko prostym zastgpieniem produktu jednego genu innym o podobnym dziataniu,
jak przyktadowo wzrost aktywnosci kinazy tyrozynowej Src po usunieciu genu
dla kinazy tyrozynowej Fyn [27]. Istnieje tez mozliwo$¢ wystgpienia zwiekszonej
ekspresji genu innego niz badany, prowadzacej do zaburzen fenotypowych, ktére
nie trudno przypisa¢ genowi badanemu, podczas gdy zalezno$¢ od niego moze
by¢ tylko posrednia [17]. Przyktadem takiej sytuacji moze byé nadmierna aktywnos¢
funkcjonalna réznych sktadowych uktadu dopaminergicznego po usunieciu trans-
portera dopaminy, prowadzaca do kaskady neuronalnych zmian plastycznych [25].
Brak transportera wydtuzat wielokrotnie (ok. 300 razy) czas obecnosci dopaminy
w przestrzeni pozakomdrkowej. Celem przywrocenia wzglednej rdGwnowagi w sy-
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stemie, organizm zmniejszat liczbe pecherzykéw synaptycznych i uwalnianie do-
paminy. Wzrastata natomiast paradoksalnie synteza dopaminy, mimo spadku po-
ziomu wytwarzajgcego jg enzymu - hydroksylazy tyrozynowej [25].

Wiadomo, ze kompensacja utraty genu moze wystgpi¢ na kazdym z poziomoéw
biologicznej organizacji: molekularnym, biochemicznym, a nawet behawioralnym.
Jako teoretyczny przyktad behawioralnej kompensacji Gerlai [18] podaje genetyczne
uszkodzenie wechu, ktére zmusza zwierze do preferencji bodzcow wzrokowych,
wplywajgc na liczne zmiany w strukturach mézgu zwigzanych z tego typu bodzcami.
Istnieje ewentualno$¢, ze badacz wysnuje z tych zmian wniosek, iz uszkodzony
gen jest istotny dla uktadu wzrokowego (gdy w rzeczywistosci jest to odpowiedz
z niezidentyfikowanych gendw, sprzezonych z genem ,,wechowym?”). Jednocze$nie
Gerlai [18] sugeruje, ze z podobnymi zagadkami stykamy sie probujac potgczyé
efekt LTP z procesem uczenia sie.

Defekty rozwojowe

Staboscig klasycznej technologii nokautu w odniesieniu do mézgu jest brak spe-
cyficznosci przestrzennej i czasowej [9]. Poszczegdllne regiony mdzgu petnig rézne
funkcje wyrazajace sie ekspresjg odmiennych genéw. Konwencjonalne usuniecie
genu z mdzgu oznacza usuniecie go z catego organizmu, stad trudno$¢ w przypisaniu
zmian w zachowaniu czy elektrofizjologii brakowi genu w konkretnej strukturze
mozgu.

Dodatkowy problem bierze sie réwniez stad, ze geny dziatajg nie tylko w petni
uksztattowanym, dojrzatym mozgu, ale i w trakcie jego rozwoju. Oznacza to, ze
obserwowane zmiany w zachowaniu, czy inne defekty u ,klasycznych zwierzat
nokautowych” wzrastajgcych bez udziatu jakiego$ genu, mogg mie¢ charakter po-
$redni i wynika¢ z niemoznosci zrealizowania przez zwierze normalnego programu
rozwojowego. Dzieje sie tak przyktadowo u mysich mutantéw zerowych bez ja-
drowego receptora hormonalnego NURR1 o nieznanym ligandzie (ang. orphan),
niezdolnych do wyksztatcenia neuronéw dopaminergicznych w srodmézgowiu [55].

Droge rozwiazania takich problemow wskazuje np. podejscie doswiadczalne ze-
spotu Kandela. W celu przekonania sie, czy przyczyng pogorszonego LTP w polu
CA1 hipokampa i pogorszonego uczenia przestrzennego u myszy bez genu fyn
jest rzeczywiscie brak kinazy tyrozynowej Fyn, badacze ci wprowadzili transgen
fyn do organizmu mutantéw zerowych (fyn -/-), przywracajac zwierzetom wczesniej
utracone funkcje. Powr6t prawidtowego LTP i zdolnosci uczenia, potwierdzity zatem,
iz zalezg one od obecnosci fyn, a obserwowane zmiany sga wynikiem nokautu, a
nie nieznanych defektow rozwojowych [27].

Innym podejsciem, majagcym na celu wyeliminowanie opisywanych probleméw
jest wprowadzenie ,,zwierzat nokautowych drugiej generacji”, ktérych ekspresja
moze by¢ ograniczona do okre$lonego typu komorek badz wybranego czasu [56].
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Efekt wywotania ekspresji zmodyfikowanego uktadu tylko w wybranym miejscu
uzyskano przez dobdér tkankowo-specyficznych promotorow badz selektywne usu-
niecie okreslonego genu (tzw. ,floksowanie genu”, od ang. flanked by lox). Jest
to mozliwe dzieki wykorzystaniu specyfiki dziatania rekombinazy Cre, enzymu
rozpoznajacego sekwencje sygnatowe lox P i wycinajacego kazdy zawarty miedzy
nimi fragment DNA [33](rys. 3). Ekspresja tego enzymu moze by¢ ograniczona
do okreslonego obszaru moézgu dzieki zastosowaniu swoistego promotora.

Do uzyskiwania specyficznosci czasowej u zwierzat z indukowanym nokautem
genowym wykorzystano systemy transaktywatorowe oraz promotory genéw pézno
uruchamianych w zyciu zwierzecia. W systemach transaktywatorowych uzywa sie
biatek hybrydowych ztozonych z domen: transaktywujgcej, wigzacej ligand np.
tetracykline i warunkujacej wigzanie z DNA. Transaktywatory rozpoznajgc spe-
cyficzne sekwencje umieszczone w sgsiedztwie miejsca startu transkrypcji badanego
genu, wiaczajgq badz wylaczajg jego ekspresje w zaleznosci od podania liganda
[24]. Ponadto produkcja samych biatek transaktywatorowych moze by¢ kontro-
lowana przez promotory genéw po6zno uruchamianych w zyciu zwierzecia (np.

RYSUNEK 3. Zasada dziatania systemu Cre-loxP\ system wymaga przygotowania dwéch szczepéw
wyjséciowych zwierzat. Pierwszy zawiera specyficzny tkankowo promotor i gen rekombinazy Cre. Drugi
zaopatrzony jest w sekwencje lox P, miedzy ktérymi znajduje sie odcinek DNA z genem, ktdry planujemy
usung¢. Skojarzenie w wybranym czasie zwierzat z obu szczep6w oraz spotkanie sekwencji lox P z
rekombinazg Cre, w tkance wyznaczonej przez promotor, spowoduje uruchomienie systemu i usuniecie
genu X ze wskazanego miejsca
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CaMKI1). Przykiadem zastosowania technik ,,Boksowania” byto uzyskanie przez
zesp6t Tonegawy nokautow dla receptora NMDA (NMDARL1), ktérego brak u
myszy ograniczony byt wytgcznie do komdrek CA1l hipokampa i pojawiat sie po
osiggnieciu przez zwierzeta wieku trzech tygodni [51].

Rozwigzania

Nieuwzglednienie charakterystyki szczep6w zmusza nas dzisiaj do ponownej
oceny wynikéw badan nad uczeniem sie. Dotyczy to zwtaszcza zwierzat z neuro-
anatomicznymi anomaliami lub o stabych wynikach w testach behawioralnych, ktére
postuzyly do wytworzenia modeli z nokautem do tych badan [16].

Wiekszo$¢ z nich powstata na bazie linii macierzystych komérek embrionalnych
wywodzacych sie ze szczepu 129 (patrz str. 327-328). Do produkcji kolejnych
zwierzat z mutacjg zerowg niezbedny jest wiec szeroko zakrojony program po-
szukiwania nowych linii komoérkowych, zywotnych i odpornych na warunki diu-
gotrwatej hodowli laboratoryjnej. Na uwage zastuguje tu wyprowadzenie przez grupe
Yagi i wsp. [53] nowej linii komérek ESC, tzw. linii TT2, wyprowadzonej z
myszy pierwszego pokolenia krzyzédwki miedzy szczepami C57BL (samica) i CBA
(samiec) [53]. Linie te cechuje duza zdolno$¢ réznicowania sie w tkanki, a takze
réznicowania sie w komarki linii ptciowej, czyli grupy komérek, ktore dajg poczatek
jajom i plemnikom.

Mimo nagromadzenia pewnych doswiadczen w pracy z mutantami zerowymi,
wcigz trudno o uniwersalne rekomendacje szczepow wsobnych do tworzenia nowych
modeli. Niektorzy sg zdania, iz kazdy szczep o wrazliwosci na czynnik badany
jest tak samo dobry do eksperymentéw pod warunkiem, ze zdajemy sobie sprawe
z jego specyfiki [15]. Firmy zajmujace sie produkcjg i utrzymywaniem zwierzat
daza do tworzenia modeli nokautowych na tle jednoszczepowym. Sa one fatwiejsze
w interpretacji niz analogiczne modele o tle mieszanym, gdyz eliminowana jest
w nich dwuznaczno$¢ wynikajgca ze wspotoddziatywania z genami otaczajgcymi
wstawke, pochodzacymi z innego szczepu oraz zmienno$¢ miedzy pokoleniami
z segregujagcych alleli.

Uczestnicy konferencji w Banbury poswieconej genomowi zwierzat modyfiko-
wanych genetycznie [36] zaproponowali uzyskiwanie homozygot nokautowych i
kontroli do nich drogg krzyzowan wypierajacych. Polegatyby one na tgczeniu hete-
rozygotycznych mutantéw zerowych (+/-) z dwoma niezaleznymi szczepami wsob-
nymi do uzyskania szczepow kongenicznych (r6znigcych sie jednym genem lub
matym fragmentem chromosomu), a nastepnie kojarzeniu ich miedzy soba (rys.
4). Metoda ta zastuguje na uwage, gdyz zmniejsza dryf genetyczny (przy malejacej
zmiennosci genetycznej maleje tez losowa fluktuacja w czestotliwosci genéw na
skutek bteddw) i redukuje wielko$¢ réznigcych sie fragmentéw. Jest to jednak pro-
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RYSUNEK 4. Proponowany sposéb krzyzowan w celu uzyskiwania mutantéw zerowych i kontroli o
zminimalizowanych réznicach w obrebie genéw wstawki z komérek ESC. Pierwszy etap polega na
wyprowadzeniu dwdéch szczepdw kongenicznych, drugi za$ jest krzyzéwka miedzyszczepowa dajaca
osobniki do badan. M - gen zmutowany otoczony sekwencjami wstawki, X - symbol kojarzenia, kolory
czarny i biaty - geny pochodzace ze szczepéw C57BL i 129
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cedura czasochtonna (ponad rok pracy hodowlanej przez minimum 6 pokoleA -
ang. ,,rapid congenic™) [36].

Alternatywnym do uszkodzenia genu rozwigzaniem moze by¢ wprowadzenie
do organizmu technikg nokautu antysensowego mRNA, ktéry zablokuje synteze
okreslonego produktu genu badz prowadzacg do niego Sciezke, zachowujac nie-
zmieniony gen [23]. Przyktadem innej ciekawej strategii zastosowanej przez Giese
i wsp. [19] jest wprowadzenie mutacji punktowej do genu kodujgcego aCaMKII.
Polega ona na zastgpieniu aminokwasu treoniny w centrum aktywnym enzymu
w pozycji 286 alaning, przez co zmianie ulega funkcja biatka. Mutacja ta blokuje
przetgczanie niezaleznej autofosforylacji aCaMKIIl na aktywno$¢ zalezng od Ca
i kalmoduliny, prowadzac do nadmiernego nagromadzenia konstytutywnie wytwa-
rzanego produktu autofosforylacji i pogorszenia zdolno$ci uczenia przestrzennego.

Podsumowanie

Setki mysich linii z wytgczong funkcja genu, ktore istniejg i ktorych stale przybywa,
najlepiej Swiadczg o ich zaakceptowaniu i uzytecznos$ci jako narzedzia badawczego.
Zwierzeta z celowang modyfikacjg genomu, takie jakimi dzisiaj dysponujemy, nie
zawsze sg w stanie da¢ nam jednoznaczng odpowiedz na temat funkcji pojedynczego
genu. Dajg za to czesto znacznie szerszy obraz proceséw, w ktore zaangazowanych
jest wiele wspétpracujgcych gendéw. Zrewolucjonizowaty one badanie biologicznej
roli biatek u ssakdw i potwierdzity w zywych organizmach poprawno$é wielu wy-
nikéw uzyskanych wczesniej in vitro. Pozwolity na wykrycie wielu mutacji letalnych
jeszcze w okresie prenatalnym, ktére wymykaty sie do tej pory obserwacjom [7,37].
Nie do podwazenia jest ich wartos¢ jako modeli ludzkich choréb, np. choroby
Gauchera, Charcot-Marie-Tooth (CMTX) czy mukowiscydozy oraz wkiad do po-
znania ich patogenezy [3,13,48].

Wszystkie wspomniane w tej pracy czynniki majg udziat w niejednoznacznosci
uzyskiwanych odpowiedzi. Jednak za ich przyczyna, nasza znajomo$¢ zwierzecia
nokautowego jako modelu wzrasta. Wraz z poznawaniem stabych stron mutanta
zerowego powstajg nowe techniki weryfikacyjne. Zmienia sie tez sam model (zwie-
rzeta nokautowe drugiej generacji). | tak:

1) odwracajgc efekt mutacji zerowej przez wprowadzenie wtasciwego transgenu,
mozemy potwierdzi¢ badz wykluczy¢ zrédto obserwowanych zmian,

2) przez zastosowanie indukowanego nokautu genu zwieksza sie specyficznos¢
dziatania badanego czynnika,

3) wprowadzajgc postulowang standaryzacje genetyczng produkowanych zwierzat
mozna poréwnywac¢ wyniki uzyskane w roznych laboratoriach na $wiecie.

Dzieki technice floksowania genu zwierze moze sie prawidtowo rozwijac i dorastac
z udziatem wszystkich gendw. Eliminuje to cze$¢ watpliwosci interpretacyjnych
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istniejacych w pracy ze zwierzetami, bedagcymi mutantami zerowymi od wieku
embrionalnego.

Technika nokautu genowego z pewnoscig nie powinna by¢ stosowanajako jedyna.
Rownolegte korzystanie choCby ze zwierzat transgenicznych, zwlaszcza o ekspresji
indukowanej, wzbogacitoby obraz dziatania genu o efekt nadmiernej ekspresji [42]
i pozwolito dodatkowo na odwracanie efektu, czego nie oferuje niestety model
ze znokautowanym genem. Takze wytworzenie mutacji zerowych o jednorodnym
tle genetycznym zwiegkszytoby czytelnos¢ interpretacji wynikéw i w tym kierunku
powinny zmierzaC starania przy konstruowaniu kolejnych modeli.

Tymczasem jednak, wnioski z badan nad mutantami zerowymi powinny by¢
formutowane z duzg ostroznoscig, zwtaszcza w neurobiologii, gdzie kazda czynno$é
zalezy od wielu gendéw i niezwykle tatwo o btedng interpretacje.
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THE ROLE OF MAST CELLS IN ANGIONEOGENESIS
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Streszczenie: Funkcja komoérek tucznych w angioneogenezie nie jest doktadnie poznana. Ich rola w
procesach stymulacji, hamowania i regulacji angiogenezy wigze sie z wydzielanymi przez mastocyty
mediatorami angiogenezy, takimijak: heparyna, histamina, bFGF, VEGF, chymaza, tryptaza i hydrolazy.
Oddziatywania enzymatyczne komérek tucznych na substancje miedzykomdrkowa, gtéwnie za posred-
nictwem proteaz, powodujace przebudowe jej struktury, utatwiajg tworzenie przestrzennej sieci naczyn.
W pracy przedyskutowano dane literaturowe przemawiajace za bezposrednim i posrednim udziatem
mastocytow w procesach neowaskularyzacji w guzie nowotworowym. Oméwiono interakcje komdérek
znajdujacych sie w podscielisku guza, przede wszystkim Srédbtonkéw, mastocytdéw i fibroblastéw oraz
hipotetyczny udziat mastocytéw w metabolicznej regulacji angioneogenezy. Przedstawiono metodyke
badan komérek tucznych i angiogenezy.

(Postepy Biologii Komdrki 2000; 27: 343-358)

Stowa kluczowe: komérka tuczna, angioneogeneza, substancja miedzykomérkowa.

Summary: The function of mast cells in angioneogenesis is not completely known. Their role in the
processes of the stimulation, inhibition and regulation of the angiogenesis is connected with mediators
of angiogenesis produced by mast cells, e.g. heparin, histamin, bFGF, VEGF, chymase, tryptase and
hydrolases. The enzymatical actions of mast cells on extracellular matrix, mostly by proteases, change
its structure and facilitate creation of three-dimensional vascular system. In this paper the literature data
was discussed, proving direct and indirect role of mastocytes in neovascularization processes in malignant
tumor. The interactions of the cells of extracellular matrix, mostly endothelial cells, mastocytes and
Fibroblasts, and role of mastocytes in metabolic regulation of angioneogenesis were described. The
methods of studies on mast cells and angiogenesis were presented.

(Advances in Cell Biology 2000; 27: 343-358)



344 M. JUCZEWSKA, E. CHYCZEWSKA, W. NAUMNIK, W. N1KLINSKA

Key words: mast cell, angioneogenesis, extracellular matrix.

Proces angiogenezy, czyli tworzenia nowych naczyn krwionosnych z istniejgcych
naczyn gospodarza, dokonuje sie w warunkach zaréwno fizjologicznych, jak i
patologicznych. W fizjologii mamy do czynienia z ,waskulogenezg”, czyli two-
rzeniem kapilaréw z angioblastow w procesie embriogenezy [57], a nastepnie z
powstawaniem nowych naczyn w zwigzku z owulacja, formowaniem ciatka z6ttego
i cigza u kobiet oraz w cyklicznych zjawiskach fizjologicznych, takich jak wzrost
wioséw.

W patologii w trakcie gojenia sie ran oraz naprawy lokalnych uszkodzen organizmu
wywotanych urazem lub niedokrwieniem spotykamy proces ,reendotelializacji”.
Neowaskularyzacje towarzyszgcg stanom patologicznym obserwuje sie w chirurgii
(gojenie sie ran), okulistyce (retinopatia cukrzycowa i inne choroby oczu), sto-
matologii (choroby dzigset), dermatologii (fuszczyca, eczema, sclerodermia), w nie-
ktérych - a by¢ moze nawet we wszystkich - schorzeniach z autoimmunoagresji,
a takze podczas tworzenia sie krazenia obocznego po zawale mie$nia sercowego
[3, 44].

Umownie w procesie angioneogenezy wyrozniamy sekwencje zjawisk, ktore w
warunkach patologii nierzadko ulegajg zaktdceniu. Podstawowe etapy angiogenezy
to:

. degradacja btony podstawnej naczynia gospodarza,
. migracja komorek $rédbtonka,

proliferacja komdrek $rddbtonka,

formowanie Swiatta nowych naczyn,

rozwoj przestrzennej sieci kapilaréw,
. tworzenie sie nowej btony podstawnej,

7. rekrutacja pericytow [20, 63].

Burzliwy rozwdj badan naukowych dotyczacych uwarunkowan i regulacji neowa-
skularyzacji datuje sie od lat siedemdziesigtych obecnego wieku, kiedy to Folkman
sformutowat teze o zaleznosci rozwoju guza nowotworowego od angioneogenezy
[19]. Rozpoczecie procesu neowaskularyzacji wigze sie z uzyskaniem przez guz
nowotworowy fenotypu angiogenicznego, co nastepuje, gdy guz liczy ok. 10 ko-
mérek. Angioneogeneza zachodzi w warunkach dynamicznej réwnowagi pomiedzy
stymulatorami a inhibitorami neowaskularyzacji, modulowanej przez mediatory bio-
chemiczne obserwowanych reakcji [37, 38]. Najwcze$niej poznane stymulatory i
inhibitory angiogenezy przedstawiono w tabelach 1 i 2. Regulacja angiogenezy
dokonuje sie na poziomie metabolicznym i genetycznym [14].

W proces angioneogenezy zaangazowane sg komarki gospodarza i komorki guza,
a w szczegolnosci komorki srédbtonka, makrofagi i komorki tuczne.

Komarki tuczne (mastocyty) spotykamy w organizmie wszedzie tam, gdzie wy-
stepuje tkanka tgczna wiasciwa. Powstajgce w szpiku, prawdopodobnie z komérek
pnia, prekursory mastocytow przechodzag do krwi, a nastepnie do tkanek, gdzie

o UTAWN R
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TABELA 1. Endogenne czynniki stymulujace angiogeneze

Nazwa polska Uzywany skrét Nazwa angielska

kwasny czynnik wzrostu fibroblastow aFGF acidic fibroblast growth factor

zasadowy czynnik wzrostu bFGF basic fibroblast growth factor

fibroblastow

angiogenina angiogenin

heparynaza heparinase

czynnik wzrostu hepatocytow HGF hepatocyte growth factor

interleukina-8 IL-8 interleukin-8

czynnik wzrostu tozyska PGF placenta growth factor

ptytkowy czynnik wzrostu $rédbtonka PD-ECGF platelet-derived endothelial cell
growth factor

pleotropina pleotropin

prostaglandyna Ej PGEj prostaglandin Ej

prostaglandyna E2 pge?2 prostaglandin E2

transformujacy czynnik wzrostu a TGFa transforming growth factor a

transformujacy czynnik wzrostu P TGF P transforming growth factor P

czynnik martwicy nowotworu a TNFa tumor necrosis factor a

naczyniowy czynnik wzrostu $réd- VEGF/ VPF  vascular endothelial growth factor/

btonka / /czynnik przepuszczalnosci vascular permeability factor

naczyn

proliferyna proliferin

czynnik wzrostu kolonii granulocytéow G-CSF granulocyte colony-stimulating
factor

* gruba czcionka zaznaczono czynniki produkowane przez komérki tuczne

dojrzewajg i réznicujg sie. Wystepuja szczegOlnie w poblizu takich struktur, jak
naczynia i nerwy. Ich cechy fenotypowe zalezg od otoczenia [43]. Za proces pro-
liferacji, dojrzewania i migracji komérek tucznych odpowiada przede wszystkim
cytokina zwana czynnikiem pobudzajagcym komérki pnia (stem cell factor - SCF)
lub czynnikiem wzrostu komérek tucznych (mast cell growth factor - MCGF)
oraz interleukina 3 (IL-3) [39]. Mastocyty sa duzymi komorkami o ksztatcie okragtym
lub owalnym, zawierajagcymi w cytoplazmie zasadochtonne ziarna. Ich pofatdowana
btona komorkowa zawiera receptory dla fragmentéw Fc przeciwciat IgE (reagin),
receptory dla 1gG oraz sktadnika C3b dopetniacza. Wyr6zniamy dwie subpopulacje
komaérek tucznych, przy czym moga one przechodzi¢ jedna w drugg zaleznie od
czynnikéw wytwarzanych przez komorki Srodowiska:

1) komérki tuczne bton sluzowych (MMC - mucosal mast cells), zwane takze
komérkami T, poniewaz charakterystycznym enzymem proteolitycznym dla tych
komoérek jest tryptaza,

2) komorki tuczne tkanki tgcznej (CTMC - connective tissue mast cells), zwane
takze komoérkami TC, poniewaz obok tryptazy komorki te zawierajg chymaze.

Rola mastocytow w organizmie wigze sie przede wszystkim ze zjawiskiem de-
granulacji pobudzonych mastocytow, w wyniku czego uwalniane sg z ziaren me-
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TABELA 2. Endogenne czynniki hamujace angiogeneze

Nazwa polska Uzywany skrét Nazwa angielska
angiostatyna angiostatin
chrzastkowy inhibitor CDI cartilage-derived inhibitor
heparynaza heparinase
interferon a IFN a interferon a
interferon P IFN P interferon P
interferon y IFN y interferon y
czynnik ptytkowy 4 PF4 platelet factor 4
prolaktyna (fragment 16kD) prolactin (16kD fragment)
protamina protamine
trombospondyna-1 TSP-1 thrombospondin-1
tkankowe inhibitory metaloproteinaz TIMP-1 tissue inhibitors of metalloproteinases
TIMP-2
T1IMP-3

* grubg czcionka zaznaczono czynniki produkowane przez komoérki tuczne

diatory zachodzacych w organizmie reakcji. Ponadto pod wplywem pobudzenia
komorki tuczne zdolne sg takze do syntezy de novo i wydzielania do $rodowiska
niektérych mediatoréw. Aktywacja komorek tucznych zachodzi pod wptywem po-
budzenia receptoréw btonowych za posrednictwem réznych mechanizméw - immu-
nologicznych i nieimmunologicznych, w tym dziatania enzymoéw, hormondw i
okreslonych substancji chemicznych [34]. Ciekawym spostrzezeniem jest, ze tryp-
taza, ktorg wydzielajg komorki tuczne, sama ma réwniez zdolno$¢ aktywacji ma-
stocytow [30]. Po aktywacji w komaorkach tucznych moze nastgpié synteza chemokin
i cytokin [43]. Mastocyty zaangazowane sg w reakcje alergiczne, immunologiczne
i zapalne. Niewatpliwie petnig kluczowg role w chorobach alergicznych [7, 52].
Badano ich udziat w przebiegu wielu schorzen, takich jak np. astma atopowa,
sarkoidoza, tuszczyca, osteoporoza, choroba wrzodowa, miazdzyca, niedokrwienie
miesnia sercowego, stany chorobowe prowadzace do widknienia ptuc, odrzucanie
przeszczepu, wstrzas [12, 15, 23].

Mato zbadana jest rola komérek tucznych w angiogenezie zachodzacej w no-
wotworach. Pierwsze opisy komoérek tucznych obserwowanych u chorych obcig-
zonych guzem dotyczg raczej cech iloSciowych zjawiska gromadzenia sie mastocytéw
w przypadku guza pierwotnego bez obecnosci przerzutéw nowotworowych i w
sytuacji guza przerzutujagcego [59]. Mastocyty gromadzg sie w miejscach inicjacji
angiogenezy tuz przed rozpoczeciem procesu neowaskularyzacji [20]. Wzrost ich
liczby stwierdzono w podscielisku raka zotgdka, odbytnicy i innych nowotworéw.
Zjawisko to stanowi jeden zmozliwych mechanizméw osiggniecia przez guz fenotypu
angiogenicznego, czyli przejScia z prewaskularnej w waskulamg faze wzrostu (rys.
1). W guzach litych mastocyty obserwowano gtéwnie na obrzezu guza oraz w
otaczajacej tkance tgcznej. Poniewaz obszar akumulacji mastocytow pokrywa sie
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RYSUNEK 1. Hipotetyczny wptyw mastocytéw na konwersje guza do fenotypu angiogenicznego

z regionem wystepowania ,,goragcych pél” angiogenezy, problem wydaje sie by¢
skomplikowany. Wiadomo bowiem ponad wszelka watpliwos$¢, ze intensywna an-
giogeneza sprzyja procesowi rozwoju guza nowotworowego ijego przerzutowania.
Zbadanie korelacji liczby komorek tucznych ze stopniem intensywnosci angiogenezy
w raku moze stanowi¢ kluczowgq informacje dla zrozumienia proceséw angiogenezy
w nowotworach. Wigze sie z tym mozliwos$¢ ingerencji w procesy angiogenezy
za posrednictwem wptywu na komdarki tuczne [42]. Pamieta¢ jednak nalezy, ze
stwierdzenie obecnosci zwiekszonej liczby komoérek tucznych - wedtug niektérych
autoréw - nie jest dowodem na ich udziat w obserwowanych procesach patofizjo-
logicznych [39].

W Swietle dotychczasowych badan prowadzonych na zwierzetach - myszach
i szczurach, obserwacji patomorfologicznych oraz wynikéw eksperymentow in vitro
wydaje sie, ze udziat mastocytdw w angiogenezie wigze sie przede wszystkim z
faktem, iz sg one zrodtem kilkudziesieciu substancji biologicznie czynnych. Wskutek
degranulacji z ziaren uwalniane sg mediatory posredniczace w procesach regulacji
przeptywu krwi, przepuszczalnosci $rodbtonkéw i nabtonkéw, wydzielania btony
$luzowej.W warunkach doswiadczalnych sama degranulacja mastocytéw indukowata
neowaskularyzacje [42, 55]. Z punktu widzenia proceséw angiogenezy istotng role
petnig zwitaszcza mediatory preformowane pochodzace z ziaren mastocytéw (np.
heparyna i histamina), mediatory wytwarzane wtdrnie z fosfolipidow btonowych
po aktywacji komdrki tucznej oraz cytokiny syntetyzowane i wydzielane przez
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pobudzong komérke [7, 49]. Kluczowag role dla obecnosci mastocytéw w neowa-
skularyzacji mogg petnié takze proteinazy, przede wszystkim serynowe - tryptazy
i chymazy [30]. Szczegdlnie intrygujaca wydaje sie by¢ sfera oddziatywan za po-
Srednictwem cytokin [24]. Funkcja wiekszosci z nich moze by¢ blokowana przez
zewnatrzkomorkowe fragmenty receptoréw, niezwigzane z komérka, zwane recep-
torami rozpuszczalnymi. Podczas proteolizy uwalniane sa receptory rozpuszczalne
dla TNFa, IL-1 i IL-2. Znaczenie kliniczne obserwowanych w chorobach nowo-
tworowych receptorow rozpuszczalnych (SR) - TNFa-SR, IL-2-SR i IL-6-SR jest
aktualnie badane [56]. Do chwili obecnej wykazano jedynie, ze receptor rozpu-
szczalny znanego proangiogennego czynnika wzrostu - bFGF jest inhibitorem
angiogenezy [33].

INTERAKCJE KOMORKOWE

Interakcje komdrkowe z udziatem komoérek tucznych obrazujg przypuszczalny
bezposredni udziat mastocytow w angiogenezie. Guz nowotworowy jest infiltrowany
przez r6zne komorki, w tym komdrki tuczne. Infiltracje guza przez mastocyty ob-
serwuje sie czasem nawet w fazie przedinwazyjnej [13]. Oddzialywania te majg
charakter komoérkowy lub zachodza z udziatem substancji biologicznie czynnych.
Badane sa wzajemne relacje mastocytow z fibroblastami i komérkami $rédbtonka.
Tryptaza, ktorej zrodtem sg takze mastocyty, jest mitogenem dla fibroblastéw oraz
nasila proliferacyjne dziatanie na fibroblasty innych czynnikéw wzrostu, np. FGF
[38]. Z kolei fibroblasty wspomagajg angiogeneze przez wydzielanie proangiogen-
nych czynnikow wzrostu.

Mastocyty sg zrédtem czynnikéw stymulujacych lub hamujacych angiogeneze
lub tez stymulujg produkcje mediatoréw wptywajacych na czynniki regulujace zja-
wiska neowaskularyzacji. Okazato sie, ze w nowotworze mastocyty - obok ma-
krofagow, eozynofili i limfocytow - nie wystepujgjedynie w roli komdrek zapalnych
[13, 42]. Prostaglandyny, postrzegane jako mediatory prozapalne, okazaty sie by¢
réwniez zwigzkami stymulujacymi angiogeneze. Ich synteza de novo jako meta-
bolitéw kwasu arachidonowego zachodzi w pobudzonej komérce z udziatem cy-
klooksygenazy [9,17]. Akumulacja komorek tucznych pochodzacych z tkanki fgcznej
w miejscu, gdzie rozpocznie sie angiogeneza, zachodzi zarbwno w warunkach fi-
zjologicznych, jak i patologicznych [28, 42]. Wykazano, ze chociaz obecnos¢ ma-
stocytéw nie jest konieczna do zaistnienia procesu angioneogenezy, tym niemniej
angiogeneza zachodzgca z udziatem mastocytdw jest bardziej nasilona i trwa dtuzej
niz neowaskularyzacja stymulowana przez czynniki wzrostu zwigzane z heparyna
(bFGF, VEGF165), ale nie pochodzace z komérek tucznych [42, 46, 55]. Migracja
komoérek tucznych poprzedzajgca angiogeneze wywotana jest przez chemotaktyczne
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dziatanie czynnikbw o duzym potencjale angiogenicznym, takich jak: ptytkowy
czynnik wzrostu-AB (PDGF-AB), naczyniowy czynnik wzrostu $rédbtonka (VEGF),
zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow (bFGF), adenozyna bedaca metabolitem
niedotlenionych tkanek i laminina. Stwierdzono takze, ze sam guz nowotworowy
produkuje czynniki chemotaktyczne dla mastocytow. Sg to peptydy o masie czg-
steczkowej 300-1000 [42]. Badano réwniez stymulacje chemotaksji mastocytow
przez interleukine 3, przy czym nalezy zaznaczy¢, ze komorki tuczne réwniez mogg
wydziela¢ I1L-3 [41]. Nie wiadomo, czy mamy tu do czynienia z oddziatywaniami
autokrynnymi. Nalezy zwrdci¢ uwage, ze przedmiotem tych oddziatywan sg takze
komorki srédbtonka, ktérych rola w angiogenezie jest pierwszoplanowa. Wspomnie¢
nalezy, ze réwniez komorki srodbtonka wydzielajg czynniki stymulujace angio-
geneze: bFGF, PDF, IGF-1, IL-1, IL-6, GM-CSF [20].

Udzial mastocytow w poszczeg6lnych etapach angiogenezy jest zagadnieniem
aktualnie badanym i w wielu wypadkach wplyw na angiogeneze mastocytow i
ich mediatorbw mozna okresli¢ jedynie jako hipotetyczny.

Poczatkiem neowaskularyzacji jest przerwanie ciggtosci naczynia, spowodowane
dziataniem enzymow proteolitycznych, uwolnionych przez komérki guza i komérki
prawidtowe, takie jak: fibroblasty, makrofagi i monocyty. Uszkodzenie komorek
nasila proteolize przez zwiekszony wyrzut proteaz [3]. Mastocyty produkuja hy-
drolazy degradujgce blone podstawng i komponenty tkanki fgcznej [42]. Ziden-
tyfikowane dotychczas gtéwne sktadniki ,kaskady proteolitycznej” to:

a) metaloproteazy, takie jak: kolagenazy, stromelizyny i zelatynazy (kolagenazy
typu IV),

b) aktywator plazminogenu prowadzacy do uczynnienia plazminy,

¢) katepsyna B,

d) elastaza,

e) glikozydazy, takie jak heparynaza [62].

Uwolnione komérki srédbtonka (EC), ktorych cykl zyciowy w czasie angiogenezy
zostaje skrécony z 1000 do 5 dni, migrujg w kierunku stymulatoréw angiogenezy
[21, 36]. Migracje te utatwiajg proteazy degradujgce w tym samym czasie substancje
pozakomorkowg (EM). Kluczowymi enzymami dla tych proceséw wydajg sie by¢
metaloproteazy oraz tkankowy aktywator urokinazy i plazminogenu uczynniajgcy
proteazy [3, 31]. Mastocyty uczynniaja latentne formy metaloproteaz. Komdrki
tuczne stymulujg migracje $rédbtonkow przede wszystkim za posrednictwem he-
paryny. Wydaje sie, ze heparyna w angiogenezie petni role utatwiajgca badz sta-
bilizujaca dziatanie innych mediatorow angiogenezy, natomiast bezposrednio nie
wywiera wptywu stymulujgcego ani hamujgcego neowaskularyzacje [42]. Z drugiej
strony wiadomo, ze heparyna w obecnosci kortykosterydéw dziata hamujgco na
angiogeneze, przede wszystkim przez hamowanie produkcji i wydzielania proteaz,
w tym kolagenaz, oraz hamowanie produkcji fibronektyny przez srédbtonki [4,
42, 50]. Poruszanie sie komérek srédbtonka utatwia tez kolagen typu VIII, ktdry
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jestprodukowany przez mastocyty, ale takze przez srodbtonki, keratynocyty i komarki
niektérych guzéw [58].

Mastocyty wplywaja tez na proliferacje komérek $rébtonka; udowodniono, ze
tryptaza pochodzaca z komoérek tucznych jest mitogenem dla komoérek $rébtonka
[11] (rys. 2). Heparyna pochodzaca z komorek tucznych wzmacnia réwniez mi-
togenny efekt aFGF, a histamina wzmaga proliferacje komorek $rédbtonka. An-
tagonisci receptora Hj blokujg promitogenne dziatania histaminy na endothelium
[42]. Wykazano takze, ze VEGF - bedacy réwniez mediatorem pochodzacym z
mastocytow - wywiera efekt mitogenny na komarki srodbtonka. Poniewaz wiasciwe
komérkom $rodbtonka jest wystepowanie nie w formie pojedynczych komdrek,
ale w formie zorganizowanej z wytworzeniem btony wewnetrznej naczynia, w pun-
kcie rozpoczecia migracji obserwuje sie ,,wspomagajacg” proliferacje endothelium
stuzacg zabezpieczeniu ciggtosci naczynia macierzystego [3].

Wspomnieé¢ nalezy, ze oprécz wplywu na angiogeneze mastocyty moga od-
dziatywa¢ z guzem nowotworowym przez reakcje cytotoksyczne i wptyw na apo-
ptoze. Prawdopodobnie w tych reakcjach uczestniczy TNFa, ktdrego efekt
cytotoksyczny potencjalizuje tlenek azotu. W trakcie badan in vitro stwierdzono,
ze interleukina 4 produkowana przez mastocyty hamuje wzrost komorek raka sutka
i indukuje apoptoze [26].

UDZI/ISLMASTOCYTOW W ANGIOGENEZIE

Aktywacja
metaloproteaz
Przebudowa
struktury substancji
migedzykomorkowej

Tworzenie Swiatta
Tworzenie

naczyn .
Degradacja przestrzennej
btony sieci naczyn
podstawnej
naczynia

gospodarza

RYSUNEK 2. Udziat komérki tucznej w angiogenezie
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MASTOCYTY A SUBSTANCJA MIEDZYKOMORKOWA

Oddziatywania mastocytéw z substancjag miedzykomérkowa maja przede wszy-
stkim charakter enzymatyczny. Reakcje te wpltywajg posrednio na proces neowa-
skularyzacji. Tryptaza i chymotryptaza - serynowe proteazy o aktywnosci trypsyno-
i chymotrypsynopodobnej, wystepujagce w komérkach tucznych obok karboksypep-
tydaz i katepsyny G, po aktywacji mastocytéw zostajg wydzielone do podscieliska
[38]. Tam biorg bezposredni udziat w degradacji substancji miedzykomoérkowej:
tryptaza degraduje glikoproteiny, a chymaza - sktadniki bton podstawnych i struktur
otaczajacych: kolagen typu IV iV, laminine, fibronektyne i elastyne. Jednoczes$nie
enzymy te po dostaniu sie do podscieliska aktywujg latentne formy metaloproteaz
macierzy miedzykomérkowej [30, 42]. Procesy powyzsze, w wyniku ktérych na-
stepuje rozluznienie struktury substancji miedzykomorkowej, utatwiajg penetracje
komorek Srddbtonka, co przyspiesza neowaskularyzacje w jej pierwszych etapach.
Jednoczes$nie zmieniona w wyniku reakcji enzymatycznych, rozluzniona struktura
podscieliska stanowi czynnik sprzyjajacy tworzeniu sie przestrzennej sieci naczyn.
Warto wspomnie¢, ze tryptaza rownoczes$nie wptywa takze na aktywacje komdrek
tucznych [30].

KOMORKI TUCZNE
W PROCESACH REGULACJI ANGIOGENEZY

Regulacja metaboliczna angioneogenezy dokonuje sie w sposéb podobny jak
w tkankach nienowotworowych, gdzie pierwszg przyczyng zachodzacych zjawisk
sg potrzeby metaboliczne tkanki. Wzrost obcigzenia metabolitami powoduje hipoksje
tkanek. Ma to miejsce w przypadku wzrastajgcej masy tkanki, rowniez masy guza
nowotworowego. Przyczyng hipoksji moze by¢ tez niedostateczny przeptyw krwi
spowodowany procesami zamykajacymi naczynia, czego przyktadem moze by¢ re-
tinopatia proliferatywna, niedokrwienna choroba serca lub urazowe uszkodzenie
tkanek. Czynnik przepuszczalnosci naczyn (VEGF) jako mediator parakrynny sty-
muluje w tej sytuacji angiogeneze metaboliczng [14]. Jak wykazaly badania pro-
wadzone zwiaszcza w ciggu ostatnich 3 lat, VEGF jest gtdwnym regulatorem
angiogenezy i waskulogenezy [45]. Dalsza regulacja neowaskularyzacji odbywa
sie w sposob bezposredni - przez stymulatory i inhibitory oraz posrednio - przez
blokowanie funkcji stymulatoréw i inhibitoréw. Zachowanie swoistej ,,homeostazy”
angiogenicznej mozliwe jest takze dzieki dziatalnosci mediatoréw, a wiec zwigzkow
lub struktur wywierajgcych wpltyw na wczedniej wymienione czynniki [37, 38,
54].
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Wykazano, ze udziat mastocytéw w procesach angiogenezy niejestjednoznaczny.
Komdrki tuczne wydzielajg czynniki stymulujgce angiogeneze, takie jak histamina
wigzaca sie z receptorami Hj i H9 btony komoérkowej, heparynaza, TNFa w niskich
stezeniach, IL-8, PGET?PGE2oraz wysokoczasteczkowe frakcje czynnikéw wzrostu
zwigzanych z heparyng. Mastocyty sgjednoczes$nie Zzrédtem czynnikéw hamujgcych
angiogeneze, takich jak: histamina wigzaca sie z receptorem HIC - intracellular
receptor, heparynaza, interferon y i niskoczasteczkowe frakcje czynnikoéw wzrostu
zwigzanych z heparyna. Reakcje te moduluje obecnos¢ innych wydzielanych przez
mastocyty mediatoréw, cytokin, enzyméw i czynnikdw chemotaktycznych oraz
udziat mechanizméw parakrynnych wplywajgcych na procesy metaboliczne i mi-
togenne [46] (rys. 3).

W ziarnach mastocytéw drogg badan immunohistochemicznych wykazano obe-
cnos$¢ dwoch gtéwnych czynnikéw proangiogennych: bFGF i VEGF [29, 51]. VEGF
wptywa gtéwnie na wzrost przepuszczalnosci naczyn i proliferacje srodbtonkow
[6]. Specyficzna jest rola bFGF - waznego stymulatora neowaskularyzacji - w
relacji do udziatu komérki tucznej w procesach angiogenezy. Stwierdzono, ze ma-
stocyty sa gtéwnym zrédtem bFGF w przewlektych stanach zapalnych i w na-
czyniakach skory [52]. Obecnos¢ FGF wykazano takze w tkankach nowotworowych
chrzestniakomiesaka, watrobiaka, czerniaka i raka sutka [25]. Z drugiej strony he-
paryna pochodzaca z degranulacji mastocytéw mobilizuje bFGF z macierzy poza-
komorkowej. W macierzy pozakomdrkowej bFGF jest zwigzany z proteoglikanem
siarczanu heparyny; jego przeksztatcenie w forme biologicznie aktywna nastepuje
wskutek dziatania heparyny, heparynaz i kolagenaz oraz proteaz uczynnianych przez
aktywator plazminogenu. Wszystkie te czynniki produkowane sg bezposrednio przez
komorki wczesniej rekrutowane (np. mastocyty i makrofagi) lub przez komorki
nowotworowe. Jednoczesnie kompleks bFGF-heparyna, powstajacy ze wzgledu na
duze powinowactwo obu zwigzkéw, spetnia dla podscieliska funkcje stabilizujacg
iochronng przed dziataniem proteaz. Ponadto heparyna i siarczan heparyny wptywaja
na tgczenie bFGF z jego receptorem, co w konsekwencji indukuje komdérkowg
odpowiedZz na obecno$¢ bFGF. Funkcje heparyny blokuje heparynaza oraz pro-
tamina[1,4,5,16,20,22,34,42] (rys. 3). W badaniach prowadzonych na mastocytach
mysich wykazano, ze ekspresja bFGF-2 moze by¢ selektywnie regulowana przez
stem cell factor - SCF, TNFa i TGF(3 [51].

Zagadnienie, wjaki spos6b inne cytokiny pochodzace z komdrek tucznych wpty-
wajg na angiogeneze, pozostaje w sferze badan. Kachektyna TNFa - pierwsza
cytokina, ktorej bioaktywnos$¢ wykazano w normalnych komérkach tucznych, byta
poczatkowo postrzegana jako cytokina wytacznie prozapalna [17]. Obecnie wy-
kazano, ze pobudza ona mastocyty do sekrecji histaminy i tryptazy, ajej obecnos¢
w niskich stezeniach stymuluje angiogeneze [7,46]. W badaniach in vitro wykazano
tez obecnos¢ w mastocytach IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, z ktorych IL-8 jest od dawna
znang cytoking proangiogenng. Stwierdzono takze, ze komorki tuczne wytwarzaja
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RYSUNEK 3. Rola mastocytéw w regulacji angiogenezy

mRNA dlalL-3, IL-6, IL-8, IL-10, IL-13, GM-CSF oraz SCF [7]. Poniewaz regulacja
wytwarzania i hamowanie produkcji cytokin moze odbywaé sie na poziomie trans-
krypcji DNA, translacji RNA i stabilizacji mRNA, a takze wydzielania zsyntety-
zowanej cytokiny, problem udziatu tych procesow w regulacji angiogenezy na
poziomie genetycznym czeka na opracowanie [7, 56].

METODYKA BADAN KOMOREK TUCZNYCH
I ANGIOGENEZY

Metodyka badan morfologicznych komorek tucznych wigzata sie przez wiele
lat ze zjawiskiem metachromazji ziaren mastocytéw podczas barwienia barwnikami
tiazynowymi, takimijak tionina i btekit toluidyny. W latach osiemdziesigtych opisano
mozliwo$¢ barwienia heparyny w komorkach tucznych metoda fluorescencyjng z
uzyciem siarczanu berberyny [16]. Znaczny postep w zakresie wiedzy dotyczacej
biologii komorek tucznych byt mozliwy dzieki uzyciu w badaniach technik mi-
kroskopii elektronowej. Obecnie bada sie komorki tuczne przede wszystkim przy
uzyciu metod immunohistochemicznych [17].
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W badaniach in vitro badano aktywacje mastocytéw okre$lajac stopien ich po-
budzenia na podstawie pomiaru ilosci uwolnionych do $rodowiska mediatoréw,
zwiaszcza preformowanych, gtéwnie histaminy [9].

Innego rodzaju metodyka wigze sie z badaniami nad angiogenezg. Podstawg
oznaczania stopnia nasilenia angioneogenezy sa metody badania intensywnosci an-
gioneogenezy mierzonej liczbg naczyn najednostke powierzchni badanego skrawka
oraz okre$lenie gestosci angiogenezy wedtug umownych skal [20, 40, 64, 65].
Dziataniate muszagby¢ poprzedzone wybarwieniem EC wraz z identyfikacja immuno-
histochemiczng $rédbtonka, najczesciej zwigzang z obecnoscia czynnika von Wil-
lebranda - markera EC [60]. Opisano réwniez metody wykorzystujgce obecnos¢
czasteczek adhezyjnych, na przyktad CD31 (PECAM-1) i CD34 [2, 33].

Problem techniczny stanowi wybor obszaru o najbardziej nasilonej angiogenezie
(tzw. hot spot). Autorzy japoriscy proponujg uzna¢ za najbardziej miarodajne
badanie obrzeza guza [66]. Oceny liczby mikronaczyn dokonuja rownoczesnie dwaj
niezalezni badacze, nie dysponujgcy danymi klinicznymi pacjentéw. Pomiaréw do-
konuje sie z uzyciem mikroskopu $wietlnego, przy powiekszeniu 200- lub 400-
krotnym [65, 66]. Istnieje mozliwo$¢ uzycia przystawki komputerowej,
umozliwiajgcej zautomatyzowanie metod morfometrycznych badan angiogenezy [20,
27, 35, 65].

Inng sferg badan nad angiogenezg sg metody jakosciowego i iloSciowego oz-
naczania in vivo markeréw angiogenezy [10, 18, 53]. Warto$¢ markera posiadajg
m.in. czynniki wzrostowe o dziataniu angiogennym. Ich poziom okresla sie w ptynach
ustrojowych, a Zrédtem ich sag m.in. mastocyty:

- bFGF - w moczu, szczegélnie u chorych z inwazyjnym procesem nowotwo-
rowym [47,48]
VEGF - w wysiekach optucnowych [53].

W badaniach surowicy chorych na niedrobnokomérkowego raka ptuca (NSCLC)
stwierdzono obecno$¢ bFGF i VEGF. Wyzszy poziom bFGF w surowicy tych
chorych stanowit dobry czynnik prognostyczny [8]. Wynik ten jest niezgodny z
wynikami podobnych badan prowadzonych dla innych nowotworéw. Nie wykazano
jak dotad zadnej wartos$ci prognostycznej poziomu czynnika VEGF w surowicy
chorych na NSCLC [8]. Wiadomo rédwniez, ze poziom tych czynnikéw moze rosngc
wskutek sekrecji przez aktywowane mastocyty [6, 51, 61]. Dalszych badah wymaga
zagadnienie, czy i wjaki spos6b pobudzenie komorki tucznej wptywa na angiogeneze
guza w NSCLC.

Obecne badania nad udziatem komorki tucznej w angioneogenezie wigzg sie
przede wszystkim z obecnoscia w mastocytach dwéch proteaz serynowych - tryptazy
i chymazy. Oznaczanie poziomu tryptazy stanowi¢ moze wyktadnik aktywacji ma-
stocytéw [11]. Metody immunohistochemiczne umozliwiajg dalsze badania nad bio-
logia komorki tucznej, a takze ocene ilosciowg obecnosci mastocytéw w miejscach
nasilonej angiogenezy [42]. Jedna z nowszych metod sg badania immunotopoche-
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miczne przy uzyciu mikroskopu elektronowego. Umozliwity one m.in. wykrycie
w ciatkach ttuszczowych mastocytdw cyklooksygenazy prostaglandyn, dzieki czemu
wyjasniono proces wytwarzania prostaglandyn przez mastocyty [17]. Znalezienie
zaleznosci ilosciowych i jakoSciowych miedzy akumulujagcymi sie mastocytami a
procesami angioneogenezy stanowi wspoOtczesne wyzwanie badawcze.
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DISOMIA JEDNORODZICIELSKA (UPD) U CZLOWIEKA
MECHANIZM POWSTAWANIA | SKUTKI KLINICZNE

UNIPARENTAL DISOMY (UPD) IN MAN
THE ORIGIN AND CLINICAL CONSEQUENCES

Ewa BOCIAN
Zaktad Genetyki Medycznej Instytut Matki i Dziecka

Streszczenie: Okreslenie disomia jednorodzicielska (UPD) oznacza obecno$¢ w diploidalnych komor-
kach organizmu pary chromosoméw homologicznych, ktére pochodzg tylko od jednego zamiast od
obojga rodzicéw. Jest ona zazwyczaj wynikiem naprawy stanu aneuploidalnego powstajacego wskutek
nieprawidtowej segregacji chromosomoéw w mejozie lub rzadziej w czasie podziatbw mitotycznych
komorek somatycznych. Zostata dotychczas udokumentowana dla wigekszo$ci chromosoméw z niemal
trzykrotnie wiekszg czestoscig disomii matczynej niz ojcowskiej. To zréznicowanie czestosci UPD
znajduje uzasadnienie w tym, ze aneuploidia powstaje czesciej podczas gametogenezy zenskiej. Odkry-
cie i ponad dwudziestoletni juz okres badan tego zjawiska zaowocowaty wyjasnieniem niezrozumiatych
wczesniej mechanizméw powstawania i ekspresji klinicznej wielu choréb genetycznych. Obecnie
wiemy, ze u podtoza patomechanizmu wielu z nich lezy zwigzana z disomig jednorodzicielskg utrata
heterozygotycznosci skutkujgca ujawnieniem sie recesywnych choréb monogenowych i zaburzeniem
ekspresji genéw podlegajacych pietnowaniu rodzicielskiemu oraz mozaikowo$¢ chromosomowa. W
pracy oméwiono mechanizmy powstawania UPD, przedstawiono obecny stan wiedzy na temat czestosci
i ryzyka oraz skutkéw klinicznych tego zjawiska.

(Postepy Biologii Komérki 2000; 27: 359-376)

Stowa kluczowe: disomia jednorodzicielska, aneuploidia, czynniki ryzyka, skutki kliniczne.

Summary: Uniparental disomy (UPD) is the presence in a diploid individual of a chromosome pair that
derives from only one parent. In general the mechanism of formation of UPD is based on the correction
of aneuploidy derived from meiotic or mitotic errors. UPD almost all chromosomes have been documen-
ted but preponderance of maternal versus paternal disomy (3:1) have been observed. This difference can
be explained with the frequency of aneuploidy in the female gametogenesis. After over 20 years of studies
since the concept of UPD was introduced unusual and unexplained observations on the clinical expression
some of genetic disorders are now clear. The phenotype in such disorders is determined by genomic
imprinting disturbances and nonmendelian inheritance of monogenic recesive traits due to the loss of
heterosigosity in UPD cases. Undetected mosaicism may also reflect an abnormal phenotype. The
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mechanisms of UPD formation, present knowledge on the frequency, risk factors and clinical conse-
guences of uniparental disomy are presented.
(Advances in Cell Biology 2000; 27: 359-376)

Key words: uniparental disomy, aneuploidy, risk factors, clinical consequences.

WPROWADZENIE

W ostatnim 10-leciu opisano wiele zjawisk genetycznych, ktérych nie mozna
wyjasni¢ zasadami klasycznej genetyki mendlowskiej. Przejawiajg sie one najcze-
ciej, inng niz wynikatoby to z regut genetyki klasycznej, ekspresjg genéw. Skutkuje
ona zazwyczaj nietypowa ekspresjg kliniczng choroby albo tez niezgodnym z re-
gutami Mendla tokiem dziedziczenia choroby. W$rod zjawisk tych wymieni¢ mozna:
mozaikowos$é komdrkowa, zjawisko antycypacji polegajace na coraz ciezszym prze-
biegu choroby w kolejnych pokoleniach (zwigzane z tzw. mutacjami dynamicznymi),
pietno genomowe, czyli zr6znicowang ekspresje genéw w zalezno$ci od ich ro-
dzicielskiego pochodzenia i wreszcie disomie jednorodzicielskg, ktéra jest przed-
miotem tego opracowania.

Disomia jednorodzicielskag (UPD od ang. uniparental disomy) oznacza, ze oba
chromosomy homologiczne danej pary pochodza tylko od jednego zamiast od obojga
rodzicobw. Moze wystepowaé w formie heterodisomii, czyli obecnosci obu chro-
mosoméw homologicznych danej pary lub izodisomii (ID), gdy w komadrce wystepujg
dwie identyczne kopie jednego z chromosoméw homologicznych pochodzgce od
jednego z rodzicéw. Koncepcja wystepowania tego zjawiska zaproponowana zostata
w 1980 roku przez Engela [24]. Jej podstawe stanowity obserwacje dotyczace cze-
stego wystepowania aneuploidii niektorych chromosomoéw (trisomii 16, 15, 21 i
22 oraz monosomii X) w poronieniach samoistnych. Z tego faktu Engel wysnut
whniosek, ze czesto$¢ powstawania nieprawidtowych, disomicznych i nullisomicznych
dla tych chromosomoéw gamet musi by¢ jeszcze wieksza. Zwrocit uwage na mo-
zliwos$¢ naprawy pierwotnego stanu aneuploidalnego w zygotach powstatych z po-
fagczenia tych gamet. Skutkiem takiej naprawy moze by¢ wilasnie disomia
jednorodzicielska.

Pierwszy przypadek, dokumentujacy nie tylko zjawisko UPD (matczynej izo-
disomii chromosomu 7), ale takze jej skutki kliniczne, zostat opisany u dziewczynki
z mukowiscydozg i niedoborem wzrostu w 1988 roku przez Spence’a i wsp. [70].
W rok pézniej opisano drugi przypadek matczynej UPD 7 oraz matczyng disomie
chromosomu 15 u dziecka z klasycznym fenotypem zespotu Pradera-Williego [50,
77]. Odkrycia te uswiadomity fakt, ze disomiajednorodzicielskg nie jest zjawiskiem
wyjatkowym i moze grac istotng role w patologii u cztowieka. Od tej pory opisano
disomie jednorodzicielska wiekszosci chromosoméw, a w wielu przypadkach Kii-
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nicznych wyjasniono takze mechanizmy odpowiedzialne za stwierdzang patologie.
Wiele jednak zagadnien dotyczacych UPD pozostaje jeszcze do wyjasnienia, o
czym Swiadczy przeglad pisSmiennictwa w publikacjach Engela [28] i Kotzota [41].
W pracy przedstawiono podstawowe informacje dotyczace mechanizméw powsta-
wania, czestosci i czynnikéw ryzyka oraz skutkéw klinicznych disomii jednoro-
dzicielskiej u cztowieka.

MECHANIZMY POWSTAWANIA DISOMII
JEDNORODZICIELSKIEJ

Zaproponowane przez Engela i opisane mechanizmy powstawania disomii jedno-
rodzicielskiej polegaja na naprawie stanu aneuploidalnego, ktéry powstat w wyniku
btedow mejotycznych, w czasie gametogenezy lub btedéw mitotycznych po za-
ptodnieniu [3, 24, 25, 26, 70]. Bezposrednich dowoddéw wystepowania disomii
jednorodzicielskiej dostarczajg badania z wykorzystaniem metod biologii moleku-
larnej. W badaniach tych analiza polimorficznych markeréw DNA okreslonej pary
chromosoméw w rodzinie umozliwia stwierdzenie rodzicielskiego pochodzenia tych
chromosoméw u badanego dziecka. W pierwszym udowodnionym przypadku UPD
wykazano w ten wiasnie sposob, ze dziecko z mukowiscydoza i niedoborem wzrostu
jest homozygotg w odniesieniu do 19 identycznych z matczynymi marker6w DNA
chromosomu 7 dokumentujgc w ten sposob izodisomie matczyng chromosomu 7
[70]. Wiekszo$¢ posrednich dowoddw wystepowania UPD dostarczyty natomiast
badania cytogenetyczne [25]. Jednym z nich jest klasyczny juz przypadek rodziny,
w ktérej matka nosicielka translokacji Robertsonowskiej t(22g22q) po licznych
poronieniach urodzita zdrowe dziecko z identyczng translokacjg. Wynikiem nor-
malnego dziedziczenia powinna by¢ trisomia lub monosomia chromosomu 22, ktére
sg letalne.

Mechanizmy powstawania disomii jednorodzicielskiej zwiazane z nieprawidtowa
segregacjg chromosoméw w mejozie okre$lane sg jako: komplementacja gamet,
naprawa stanu trisomicznego i duplikacja mitotyczna (rys. 1, tab. 1). Wiekszo$é
z nich zostata potwierdzona i udokumentowana.

Komplementacja gamet

Mechanizm ten prowadzi do powstania zygoty z prawidtowa, euploidalng liczba
chromosoméw w wyniku potgczenia sie dwoch nieprawidtowych (disomicznej i
nullisomicznej w odniesieniu do tego samego chromosomu) gamet. Okre$lony jako
tzw. komplementacja gamet stanowit podstawe zaproponowanej po raz pierwszy
przez Engela [24] koncepcji disomii jednorodzicielskiej. W powstatej w wyniku
nieprawidtowego | podziatu mejotycznego komérce disomicznej zaleznie od tego,
czy miat miejsce crossing-over oraz zaleznie od rodzaju segregacji chromatyd tej
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TABELA 1. Mechanizmy powstawania disomii jednorodzicielskiej

Nazwa Mechanizm Efekt koncowy
okreslajaca w komdrkach somatycznych
mechanizm

Komplementacja Potgczenie dwéch nieprawidtowych, disomicz- Heterodisomia/izodisomia

gamet nej i nullisomicznej w odniesieniu do tego sa- we wszystkich komérkach
mego chromosomu, gamet

Naprawa stanu  Potgczenie prawidtowej gamety monosomicznej Heterodisomia/izodisomia

trisomicznego z nieprawidtowg, disomiczng a nastepnie utrata Mozliwo$¢ mozaikowosci -
z trisomicznej zygoty jednej kopii chromosomu UPD/trisomia

Duplikacja Potaczenie prawidtowej gamety monosomicznej lzodisomia
mitotyczna z nieprawidiowg nullisomiczng, a nastepnie Mozliwo$¢ mozaikowosci -
(od monosomii  duplikacja chromosomu w czasie podziatu ID/monosomia

do izodisomii) mitotycznego zygoty
Btedy mitotyczne Nondysjunkcja mitotyczna, a nastepnie dupli- lzodisomia, heterodisomia
kacja chromosomu w komérce z monosomig lub mozaikowo$¢
utrata chromosomu z komorki z trisomia. Czedciowa izodisomia
Rekombinacja mitotyczna
UPD - disomia jednorodzicielska, ID - izodisomia

pary chromosomow w drugim podziale, powstaje gameta z catkowitg heterodisomig
lub z izodisomig czeSciowa. Skutkiem btedu w Il podziale mejotycznym jest zawsze
przynajmniej czesciowa izodisomia.

Komplementacja gamet zdarza sie rzadko. Jak dotychczas, opisano zaledwie
cztery przekonujace przypadki UPD powstatej w ten sposéb. Trzy z nich, opisane
ostatnio, dotyczg ojcowskiej UPD 14 i 15 oraz matczynej UPD 22 [15, 17, 53].
Skagpa dokumentacja tego mechanizmu powstawania disomii jednorodzicielskiej
moze wynika¢ z trudnosci odroznienia komplementacji gamet od naprawy stanu
trisomicznego. Mechanizmy te mozna rozréznic jedynie w przypadku stwierdzenia
obecnosci trisomii w mozaice z komérkami euploidalnymi.

Naprawa stanu trisomicznego

Obecnie przyjmuje sie, ze naprawa stanu trisomicznego, czyli postzygotyczna
utrata dodatkowej kopii chromosomu jest najczestszym mechanizmem powstawania
disomii jednorodzicielskiej. Jesli, jak sie przypuszcza, euploidyzacja jest losowa,
to ryzyko powstania w ten sposéb UPD wynosi w przyblizeniu 30%. To teoretyczne
ryzyko disomii jednorodzicielskiej zostato dotychczas udowodnione dla chromo-
soméw 16 i 22 [39, 85].

Najliczniejsze przyktady udokumentowanego mechanizmu naprawy stanu tri-
somicznego pochodzg z badan prenatalnych. Dotyczg one niektérych sposréd opi-
sanych dotychczas przypadkow matczynej disomii chromosomow 7, 9, 10, 15 i
16 [7, 38, 39, 42, 46, 58, 65, 83]. W badaniach tych stwierdzano mozaikowa
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trisomig, obecng zazwyczaj tylko w tozysku, natomiast euploidalne komorki ptodu
lub dziecka po urodzeniu wykazywaty UPD tych chromosoméw. W podobnych
badaniach Robinson i wsp. [63] wykazali obecno$¢ matczynej UPD w 17/94 stwier-
dzone przypadki tkankowo-specyficznej mozaikowos$ci. Opisano takze przypadKki
uogolnionej mozaikowosci, w ktérych komarki euploidalne wykazywaty disomie
jednorodzicielskg [12,18,60]. Przedstawiony w pracy Los i wsp. [46] model naprawy
stanu trisomicznego uwzgledniajacy przebieg embriogenezy wyjasnia, jak powstajg
rézne postaci, stwierdzanej w badaniach prenatalnych, mozaikowosci.

Fakt, ze okoto 23% wszystkich (z wyjatkiem UPD 15) przypadkéw disomii
jednorodzicielskiej stanowi UPD chromosomu 16 wskazuje posrednio, ze mechanizm
naprawy trisomii ma istotne znaczenie w powstawaniu disomii jednorodzicielskiej.
Trisomia chromosomu 16 nalezy do najczesciej stwierdzanych aberracji w poro-
nieniach samoistnych [41]. Niemal wszystkie rozpoznane dotychczas przypadki UPD
16 3cz3 sie z obecnoscig mozaikowej postaci trisomii tego chromosomu w tozysku
[79]. Réwniez znaczna przewaga matczynej UPD nad ojcowska (w przyblizeniu
3:1) w kontekscie tego, ze w przewazajgcej czesci przypadkow trisomia pochodzi
z matczynych btedow mejotycznych, wskazuje na istotne znaczenie omawianego
mechanizmu powstawania disomii jednorodzicielskiej.

Duplikacja mitotyczna

Duplikacja chromosomu w monosomicznej zygocie powstatej z potgczenia pra-
widtowej z nieprawidtowg, nullisomiczng gametg prowadzi do powstania catkowitej
izodisomii tego chromosomu. Wprawdzie trudno jest udowodnié bezposrednio ten
mechanizm powstawania UPD, wydaje sie jednak, ze oba przypadki matczynej
izodisomii chromosomu 7 stwierdzone u dzieci z mukowiscydozg i niedoborem
wzrostu oraz opisana ostatnio ojcowska izodisomia tego chromosomu mogty powstac
w ten wiasnie sposdéb [52, 70, 77]. Przyjmuje sie takze, ze mitotyczna duplikacja
chromosomu 15 odpowiedzialna jest za ojcowskga disomie tego chromosomu stwier-
dzang w ok. 2% przypadkéw zespotu Angelmana [49, 84]. Niemal we wszystkich
przypadkach tej UPD wykazano izodisomie catego chromosomu 15. Najprostszym
wyjasnieniem mechanizmu powstania catkowitej izodisomii jest nondysjunkcja chro-
matyd w czasie jednego z pierwszych podziatbw mitotycznych monosomicznej
zygoty. W niektdrych przypadkach (opisanych dla chromosoméw 1, 2, 7, 14 i
15) jest ona skutkiem utworzenia w takiej zygocie izochromosomu [5, 11, 21,
66, 71, 78].

Btedy mitotyczne

Disomia jednorodzicielska powstata w wyniku btedéw mitotycznych wystepuje
zazwyczaj w mozaice z komaérkami prawidtowymi, w ktorych wszystkie chromosomy
homologiczne majg oburodzicielskie pochodzenie. Najlepiej poznanym i udoku-
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mentowanym przyktadem tego mechanizmu powstawania UPD jest ojcowska, cze-
Sciowa izodisomia regionu krétkiego ramienia chromosomu 11 stwierdzana w ok.
17-28% przypadkéw zespotu Beckwitha-Wiedemanna [10, 20, 68]. Wystepowanie
czesciowej, niemal punktowej izodisomii llpl5.5 w formie mozaikowej sugeruje
mitotyczny crossing-over jako czynnik sprawczy tej disomii. Tylko w jednym przy-
padku wykazano, ze obejmuje ona caly chromosom 11, mogtaby wiec powstac
jako rezultat mitotycznej nondysjunkcji, a nastepnie duplikacji tego chromosomu
[20].

CZESTOSC WYSTEPOWANIA
| ROZKEAD CHROMOSOMOWY UPD

Ponad 10 lat temu Warburton [80] okreslita fenomen UPD jako rzadko wy-
stepujacy skutek wysokiej czestosci aneuploidii w gametach cztowieka. Prawdopo-
dobienstwo powstania UPD w wyniku komplementacji gamet okre$lita na 1/30,000
zarodkdw. Rozwazania nad czesto$cig izodisomii zakonczyta autorka stwierdzeniem,
iz nie wydaje sie prawdopodobne, aby to zjawisko stato sie kiedykolwiek czyms$
wiecej niz tylko interesujgcg osobliwoscig. Trzy lata p6zniej Engel uznat za uza-
sadnione stwierdzenie, ze diploidalna liczba chromosoméw moze by¢ rezultatem
losowego potgczenia sie dwdch aneuploidalnych gamet w 1 na 3000 zarodkdw.
Szacunki oparte na zatozeniu, ze ok. 50% cigz ulega poronieniu z powodu aberracji
chromosomowych, z ktérych potowe stanowig trisomie i odpowiadajgce im mo-
nosomie (najczesciej 16, 21, 15, 22 i X) uwzgledniajace takze czestos$¢ aberracji
stwierdzanych w gametach, wykazaty, ze UPD wymienionych chromosomoéw moze
wystepowaé¢ w 1,65/1000 zarodkéw [25].

W najnowszych rozwazaniach nad populacyjng czestoscia disomii jednorodzi-
cielskiej Engel [28] podaje szacunki, ktorych podstawe stanowi czestos¢ przypadkdéw
okreslonego zespotu klinicznego uwarunkowanych disomig jednorodzicielskg oraz
czestosé wystepowaniatego zespotu w populacji. Dlaprzykfadu, jesli czestos$¢ zespotu
Pradera-Williego i Angelmana wynosi dla kazdego z nich 1/20,000, a odsetek przy-
padkéw UPD w tych zespotach odpowiednio, 25 i 2%, to czesto$¢ matczynej UPD
chromosomu 15 wynosi w przyblizeniu 1/80,000, a ojcowskiej -1/106 zywych uro-
dzen [62]. Z podobnych kalkulacji wynika, ze populacyjna czesto$¢ ojcowskiej
UPD 1lp zwigzanej z etiologig zespotu Beckwitha-Wiedemanna jest 1/75,000, a
ojcowska UPD 6 odpowiedzialna za 40% przypadkéw przejsciowej nietolerancji
glukozy u noworodkéw wystepuje z czestoscig 1/1,250,000 urodzen.

Z przegladu informacji dotyczacych rodzicielskiego pochodzenia i czestosci wy-
stepowania UPD poszczegblnych chromosomdw wynika, ze matczyna disomia
stwierdzanajest niemal trzykrotnie czesciej niz disomia ojcowska oraz, ze jej rozktad
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chromosomowy nie jest rowny [41]. Dominacje UPD matczynej tlumaczy fakt,
ze aneuploidia chromosomowa powstaje w przewazajacej czesci przypadkow z ble-
déw mejotycznych gametogenezy zenskiej. Az 67% przypadkéw matczynej UPD
(poza UPD 15) to heterodisomia. Najczesciej dotyczy ona chromosomoéw 7, 14
i 16 (68/108 opisanych przypadkéw). Nie opisano jeszcze matczynej UPD chro-
mosomow 5, 11, 12 oraz 19. Disomii ojcowskiej nie wykazano natomiast w chro-
mosomach 2, 3, 4, 9, 12, jak rowniez 17-19. Nie stwierdzono zatem w ogole
disomii jednorodzicielskiej chromosomow 12, 18 i 19 [14, 28, 31, 41]. Szczegdlnie
zadziwiajacy jest fakt braku UPD chromosomu 18, ktorego trisomia nalezy do
najczestszych aneuploidii u cztowieka. Mozna w zwigzku z tym przypuszczac,
ze jego disomia jednorodzicielska jest letalna. Czesto$¢ i rozktad chromosomowy
UPD w poronieniach samoistnych nie sg jednak jeszcze poznane. W pierwszych
badaniach dotyczacych tego problemu nie wykryto zadnego przypadku UPD wsréd
53 analizowanych poronien [67, 69].

Przyczyn obserwowanego zrdéznicowania czestosci UPD poszczeg6lnych chro-
mosomow, jak sie wydaje, mozna upatrywa¢ miedzy innymi w jej r6znorodnych
skutkach klinicznych. Dzieki nim disomiajest zazwyczaj rozpoznawana. Wiekszos$¢
udokumentowanych przypadkéw UPD pochodzi z badan, w ktérych stwierdzono
pre- lub postnatalnie mozaikowos¢, strukturalne aberracje chromosomowe lub z
analizy sprzezen i mutacji w rodzinach z rozpoznawang chorobg genetyczng. Jezeli
UPD pozostaje bez wptywu na cechy fenotypowe lub jej skutki sg letalne, wykrycie
tej nieprawidtowosci jest sprawg przypadku. Zgodnie z tym rozumowaniem mozna
wiec przypuszczac, ze brak skutkéw klinicznych UPD 21 mat jest wasnie przyczyng
tak rzadkiego jej rozpoznawania, mimo ze trisomia 21 nalezy do najczestszych
trisomii stwierdzanych w poronieniach samoistnych i u zywo urodzonych [67].

CZYNNIKI RYZYKA DISOMII JEDNORODZICIELSKIEJ

Poznanie czynnikéw ryzyka disomii jednorodzicielskiej ma istotne znaczenie
dla okres$lenia wskazan do wykonywania badan diagnostycznych tej nieprawidio-
wosci. Na podstawie udokumentowanych juz przypadkéw UPD mozna stwierdzié,
ze sama aneuploidia, jak i czynniki do niej predysponujace sa rownoczesnie czyn-
nikami ryzyka UPD. W$rdd nich wymienic¢ nalezy przede wszystkim zaawansowany
wiek ciezarnej (ze wzgledu na zwigkszone ryzyko nondysjunkcji chromosomow).
Czynnikiem ryzyka UPD, jak sie przypuszcza, sg takze aberracje chromosomowe,
ktore moga zaburza¢ segregacje chromosomow w czasie podziatu komorkowego
[25, 27, 43]. Spektakularnym przykiadem tego, ze zaawansowany wiek sprzyja
powstawaniu UPD, jest fakt, Zze matczyna disomia 15 jest czestszg niz delecja
15ql 1q13 przyczynagzespotu Pradera-Williego udzieci starszych matek [9]. Robinson
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i wsp. [62] wykazali ostatnio, ze ryzyko UPD 15mat, podobnie jak ryzyko trisomii
21, stanowi wyktadniczg funkcje wieku.

Pozaniematgjuz liczbg opisanych przypadkéw UPD dokumentujacych jej zwiazek
przyczynowy z obecnoscig aneuploidii, zwtaszcza trisomii oraz niektérych aberracji
strukturalnych chromosoméw [17, 19, 53, 61, 74] informacje o czynnikach ryzyka
UPD pochodzg z trzech grup badan. Dwie z nich dotycza analizy czesto$ci UPD
w rodzinach nosicieli translokacji wzajemnych i robertsonowskich oraz chromo-
somow markerowych [35, 36]. Wyniki uzyskane w tych badaniach nie sg jed-
noznaczne. Wéréd 65 rodzin, w ktérych wystepowaty translokacje chromosomowe,
disomie jednorodzicielskg wykryto tylko w jednym przypadku. Z drugiej strony
jednak znaczna cze$¢ przedstawianych w pismiennictwie przypadkéw UPD zostata
rozpoznana wiasnie u dzieci nosicieli translokacji robertsonowskich [4, 71, 74].

W badaniach przeprowadzonych w 22 rodzinach nosicieli chromosoméw mar-
kerowych pochodzgcych z réznych chromosoméw oraz u 10 nosicieli mar(15) otrzy-
mano wyniki podobne do tych, ktére uzyskane zostaty u nosicieli translokacji
[16, 36]. Zidentyfikowano tylko jeden przypadek UPD, w ktérym ojcowska izo-
disomia chromosomu 6 wspétistniata z chromosomem markerowym pochodzacym
z tego chromosomu. Analiza czynnikéw ryzyka UPD 15 wykazata réwniez, ze
zarbwno chromosomy mar(15), jak i translokacje robertsonowskie chromosomu
15 tylko nieznacznie zwigkszajg to ryzyko [62].

Trzecia grupa badarn dotyczy oceny czestosci wystepowania UPD réznych chro-
mosomow w przypadkach rozpoznanej prenatalnie mozaikowej trisomii wystepujacej
tylko wtozysku lub zaréwno wtozysku, jak i u ptodu. Analiza 192 takich przypadkow
wykazata, ze w przeciwienstwie do innych chromosomoéw trisomia chromosomu
15 i 16 stwierdzana w tozysku nigdy nie wystepuje u ptodu. Wynika to prawdo-
podobnie z dziatania mechanizmu naprawczego. Wydaje sie wiec, ze ryzyko wy-
stapienia disomii jednorodzicielskiej u ptodu dotyczy gtéwnie tych chromosomoéw
[33]. Przypuszczenie to znajduje potwierdzenie w wynikach wielu badan [12, 29,
39, 48, 63]. Wprawdzie mozaikowa trisomia wystepujaca tylko w tozysku byta
stwierdzana takze w odniesieniu do wielu innych chromosoméw (najczesciej do
chromosomu 2, 3, 7, 10 i 12), jednak zazwyczaj mitotyczne pochodzenie tych
trisomii decyduje o matym ryzyku powstania disomii jednorodzicielskiej [33, 63,
85].

Istnienie zwiazku miedzy mejotycznym pochodzeniem trisomii a ryzykiem wy-
stagpienia UPD zostato wykazane w pracy Robinsona i wsp. [63 ] i potwierdzone
posrednio takze w innych badaniach [76]. Autorzy stwierdzili disomie jednoro-
dzicielska w 17 sposrod 94 analizowanych przypadkéw mozaikowosci wystepujacej
tylko w tozysku. We wszystkich przypadkach trisomia pochodzita z btedow me-
jotycznych. Wykazano réwniez, ze ryzyko powstania UPD dotyczy przede wszystkim
tych przypadkéw mozaikowosci, w ktorych odsetek trisomicznych komoérek jest
wysoKi.
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SKUTKI KLINICZNE UPD

Disomia jednorodzicielska moze by¢ przyczyng patologii, u podtoza ktdrej leza:
utrata heterozygotycznosci skutkujgca ujawnieniem sie choréb monogenowych o
recesywnym toku dziedziczenia, rodzicielskie pietno genomowe i inna niz w sytuacji
oburodzicielskiego dziedziczenia ekspresja napietnowanych genéw oraz mozaiko-
wos¢ chromosomowa. Kazdy z tych czynnikow osobno lub w kombinacji z po-
zostatymi moze decydowac o ekspresji klinicznej choroby.

Recesywne choroby monogenowe

Disomia jednorodzicielska (izodisomia), w wyniku ktorej mutacje genow re-
cesywnych uzyskujg stan homozygotycznosci, moze by¢ przyczyna ujawnienia sie
choréb wywotywanych przez te mutacje. W takich przypadkach izodisomia skutkuje
ekspresja kliniczng choroby monogenowej o recesywnym toku dziedziczenia nawet
wtedy, gdy tylko jedno z rodzicéw jest nosicielem zmutowanego genu. Taki me-
chanizm ujawniania sie choréb recesywnych udokumentowany zostat co najmniej
dla 18 choréb [28]. Kilka z nich to: wymieniana juz wcze$niej mukowiscydoza
(UPD 7mat) [70, 77], rdzeniowy zanik miesni typu Il (UPD 5pat) [6], zespot
Blooma (UPD 15mat) [87], catkowita $lepota na barwy (UPD 14mat) [54] czy
pyknodysostosa (UPD Ipat) [30]. Opisany tez zostat przypadek dystrofii miesniowej
Duchenne’a, ktérej nietypowa dla choroby recesywnej sprzezonej z chromosomem
X ekspresja byta skutkiem disomii matczynej tego chromosomu [59]. W innym
przypadku izodisomia Xq byfa przyczyna ujawnienia sie u pacjenta z zespotem
Klinefeltera (47,XXY), sprzezonego z chromosomem X zespotu niewrazliwosci
na androgeny [75].

Pietno genomowe

Okreslenie rodzicielskie pietno genomowe odnosi sie do zjawiska epigenetycz-
nego, stanowigcego mechanizm modyfikacji ekspresji genéw [2]. Polega ono na
zroznicowanej ekspresji genéw zaleznej od ich pochodzenia rodzicielskiego. Geny
napietnowane sg nieaktywne, co funkcjonalnie réwnoznaczne jest z hemizygotycz-
noscig w loci tych genow. W tym kontekScie zrozumiaty jest mechanizm odpo-
wiedzialny za ekspresje kliniczng choroby w sytuacji, gdy UPD dotyczy
chromosomow, ktdrych geny majg rodzicielskie pietho genomowe. Disomia jedno-
rodzicielska jest w tych przypadkach przyczyng innej niz w sytuacji dziedziczenia
oburodzicielskiego, nieprawidtowej ekspresji genéw.

Klasycznym juz przyktadem skutkéw klinicznych UPD wynikajacych z obecnosci
pietna genomowego sa zespoty Pradera-Williego (PWS) i Angelmana (AS) wy-
stepujace u 0s6b z matczyng i ojcowska disomia chromosomu 15. W obu zespotach,



DISOMIA JEDNORODZICIELSKA 369

ktére cechuje charakterystyczny i catkowicie odmienny obraz kliniczny, defekt mo-
lekularny dotyczy tego samego regionu g 11q 13 chromosomu 15. Polega on zazwyczaj
na jego detecji w chromosomie ojcowskim (PWS) lub matczynym (AS). Matczyne
pietno genomowe sprawia, ze matczyna disomia chromosomu 15 réwnoznaczna
jest funkcjonalnie z ojcowska delecja krytycznego regionu chromosomu odpowie-
dzialng za PWS. | odwrotnie, wynikiem napietnowania genéw ojcowskich i disomii
ojcowskiej (odpowiadajgcej funkcjonalnie detecji matczynej) chromosomu 15 jest
zespét Angelmana [51]. Matczyna heterodisomia chromosomu 15 odpowiedzialna
jest za ok. 25% przypadkéw PWS, izodisomia ojcowska za$ za niespetna 5% przy-
padkow AS [8, 49, 72, 84].

Obecnie stosunkowo dobrze poznanych jest pieé zespotéw klinicznych, u podtoza
ktérych lezy nieprawidtowa ekspresja gendw zwigzana z disomig jednorodzicielska
chromosomow 6, 7, 11 i 15 zawierajacych napietnowane geny (tab. 2). Obserwacje
kliniczne wskazujg réwniez, ze geny chromosomu 14 podlegajg piethowaniu ro-
dzicielskiemu, co skutkuje zroznicowanym zespotem cech klinicznych stwierdzanych
w przypadkach matczynej i ojcowskiej disomii tego chromosomu [32]. Stabiej po-
znane i nie w pelni jeszcze udokumentowane sg skutki kliniczne UPD 2mat i
I6mat, ktdre jak sie przypuszcza, tacza sie takze z pietnem rodzicielskim genow
w tych chromosomach [1, 5, 34, 65, 66, 79].

Utrata heterozygotycznosci i nieprawidlowa ekspresja napietnowanych genow
(protoonkogenow oraz genow supresorowych nowotworow) spowodowane disomia
jednorodzicielskg moga by¢ takze przyczyna transformacji nowotworowej [57]. Do-
brym przyktadem jest tu zesp6t Beckwitha-Wiedemanna, w ktorym okoto 20%
chorych wykazuje ojcowskg izodisomie chromosomu 11p 15 [10,23,44]. Zwiekszona
w wyniku disomii ekspresja odpowiedzialnego za chorobe genu IGF2 (promotora
wzrostu) i/lub brak ekspresji genu inhibitora wzrostu HI 9 oraz p57KIP2 zchromosomu
matczynego predysponuje do rozwoju procesu nowotworowego - guza Wilmsa.
Zaroéwno gtéwne cechy kliniczne zespotu Beckwitha-Wiedemanna - przerostjezyka,
nadmierny rozwdj fizyczny z asymetrig w budowie ciata oraz wady powtok brzu-
sznych, jak i zwiekszone ryzyko nowotworéw embrionalnych sa wynikiem na-
dekspresji genu promotora wzrostu [10, 44, 45].

Mozaikowo$é

Istotng role w patologii stwierdzanej w przypadkach disomii jednorodzicielskiej
nalezy przypisa¢ mozaikowosci chromosomowej, ktdra moze towarzyszy¢ disomii.
Wydaje sie, ze nie sg to wcale rzadkie przypadki, jesli wziag¢ pod uwage fakt,
ze disomia jednorodzicielskg powstaje najczesciej w wyniku postzygotycznej utraty
dodatkowej kopii chromosomu z komorek trisomicznych. Mozaikowo$¢ moze by¢
wykluczona tylko w tych przypadkach UPD, ktére powstaty w wyniku komple-
mentacji gamet. Mozliwo$¢ istnienia nierozpoznanej tkankowo-specyficznej i/lub
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TABELA 2. Skutki kliniczne UPD warunkowane pigtnem genomowym

Zespot/Cechy kliniczne UPD PiSmiennictwo
Pradera i Williego (PWS) 15mat [8, 51, 64]
Angelmana (AS) 15pat [64, 72, 84]
Beckwitha i Wiedemanna llpat [10, 23, 44, 68]
Silvera i Russela 7mat [22, 40, 56]
Przejsciowa nietolerancja glukozy 6pat [13, 73, 82]
Niedob6r wzrostu, przedwczesne dojrzewanie 1l4mat [4, 47, 78]
Dysplazja szkieletowa, zwezenie aorty, kartowato$¢ 14pat [15]

niewielkiego stopnia mozaikowosci, towarzyszacej disomii jednorodzicielskiej jest
tez jedng z przyczyn probleméw z jednoznacznym wykazaniem zwigzku przyczy-
nowo-skutkowego miedzy UPD a stwierdzanymi u pacjenta objawami klinicznymi.
Odnosi sie to szczegdlnie do tych przypadkéw UPD, w ktérych stwierdzane jest
opdznienie rozwoju wewnatrzmacicznego, niska masa urodzeniowa, czasami réwniez
inne nieprawidtowosci, a w badaniu prenatalnym wykazano obecnos¢, ograniczonej
do tozyska, mozaikowej trisomii chromosomowej. Dotyczy ona zazwyczaj trisomii
chromosomu 16, ale takze i innych chromosomoéw [14, 39, 48, 63, 86].

Jak dotychczas wszystkie opisane przypadki UPD 16mat zwigzane byty z obe-
cnoscig mozaikowej trisomii tego chromosomu w tozysku i niemal we wszystkich
stwierdzano op6Znienie rozwoju wewnatrzmacicznego ptodu [39, 48, 65, 79, 81,
86]. W wiekszosci z nich rozw0j dzieci po urodzeniu byt prawidtowy. Przyjmuje
sie w zwigzku z tym, ze za op6Znienie rozwoju wewnatrzmacicznego odpowiedzialna
jest raczej trisomia 16 wystepujaca w tozysku niz disomia jednorodzicielska tego
chromosomu. Jednak w tych przypadkach UPD 16mat, w ktorych stwierdzane sg
takze inne nieprawidtowosci fenotypowe, sugerowany jest efekt rodzicielskiego piet-
na genomowego [1, 48, 63, 65, 79, 86].

PROBLEMY INTERPRETACJI KLINICZNEJ UPD

Jednoznaczna interpretacja kliniczna UPD uwzgledniajgca zar6wno zwigzek przy-
czynowo-skutkowy pomiedzy stwierdzanym fenotypem a obecnoscig disomii, jak
tez okre$lenie typowych dla réznych chromosomoéw skutkdéw klinicznych jest w
wielu przypadkach bardzo trudna, czasami nie jest mozliwa. W duzym stopniu
wigze sie to z problemem identyfikacji oraz oceny skutkdéw fenotypowych tkan-
kowo-specyficznej mozaikowos$ci chromosomowej [37]. Otwarte pozostaje wiec
pytanie: ile ijakie tkanki powinny by¢ badane w celu wykluczenia mozaikowosci,
aby mozliwe bylo stwierdzenie, ze obserwowane cechy kliniczne pacjenta powstaty
w wyniku disomii jednorodzicielskiej. Analiza patomechanizmu UPD w okre$lonych
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przypadkach klinicznych powinna uwzglednia¢ rowniez i to, ze stwierdzenie w
badaniu molekularnym kilku markeréw polimorficznych heterodisomii nie wyklucza
homozygotycznosci recesywnych mutacji genowych w innych niz badane loci i
odwrotnie. Dlatego tez najnowsze badania zmierzajace do wyjasnienia przyczyny
patologii w okre$lonych przypadkach UPD koncentrujg sie na analizie molekularnej
jak najwiekszej liczby loci chromosomowych [1, 47, 55].

Na zakonczenie wspomnieé¢ rowniez trzeba, ze disomia jednorodzicielska okre-
$lonego chromosomu i zwigzana z nig utrata heterozygotycznosci moze skutkowac
niezwyktym, trudnym do interpretacji, obrazem klinicznym pacjenta wynikajacym
Z ujawnienia sie dwdch roéznych choréb. Moga to by¢é dwie recesywne choroby
monogenowe, ktorych loci genowe objete zostaty izodisomig [52] lub zesp6t kliniczny
zZwigzany z zaburzeniem ekspresji pietna genomowego w potaczeniu z chorobg
0 recesywnym toku dziedziczenia [54, 70, 77, 87].

PODSUMOWANIE

Odkrycie disomii jednorodzicielskiej oraz wyniki badan nad mechanizmami i
ryzykiem jej powstawania wraz z oceng jej skutkéw klinicznych wyjasnity juz
wiele znakéw zapytania dotyczacych patomechanizmu niektérych choréb genety-
cznych. Udowodniono takze, ze wbrew zatozeniom genetyki mendlowskiej nie ma
petnej ekwiwalentnosci pomiedzy chromosomami pochodzacymi od matki i od ojca.
Jednak wiele zagadnien dotyczgcych UPD, a szczegOlnie czestos¢ jej wystepowania
w normalnej populacji, czynniki ryzykajej powstawania oraz ryzyko i rodzaj patologii
w przypadkach disomii okreslonych chromosoméw pozostajg jeszcze do ustalenia.
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NIEBIALKOWE INHIBITORY KINAZ
ZALEZNYCH OD CYKLIN*

NON-PROTEINACEOUS INHIBITORS
OF THE CYCLIN-DEPENDENT KINASES

Cezary WOICIK, Monika WOJCIK

Zaktad Histologii i Embriologii, Centrum Biostruktury, Akademia Medyczna
w Warszawie

Streszczenie:W regulacji cyklu komérkowego biorg udziat kinazy zalezne od cyklin (CDK) w potaczeniu
z cyklinami, ktérym przeciwstawiaja sie naturalne, biatkowe inhibitory CDK. Poniewaz zaburzenia w
regulacji cyklu komdrkowego czesto wystepujg w réznych stanach chorobowych, przede wszystkim w
chorobie nowotworowej, trwaja poszukiwania drobnoczasteczkowych inhibitoréw CDK, ktére mogtyby
znalez¢ zastosowanie jako leki hamujace proliferacje komérek. Wyizolowano i zsyntetyzowanojuz wiele
takich inhibitoréw (m.in. olomucyne, roskowityne, flawopirydol oraz indyrubine), ktérych cechg wspo6l-
ng jest wsp6tzawodniczenie z ATP o miejsce wigzania z CDK. W licznych modelach in vitro oraz in
vivo na zwierzetach doswiadczalnych wykazujg one dziatanie przeciwnowotworowe, a flawopirydol jest
juz w Il fazie badan klinicznych.

{Postepy Biologii Komérki 2000; 27: 377-396)

Stowa kluczowe: cykl komérkowy, inhibitory CDK, nowotwory, proliferacja komérek

Summary: The cell cycle is regulated by the activity of cyclin dependent kinases (CDKs) associated with
cyclins. Their activity is opposed by various CDK inhibitory proteins. Dysregulation of the cell cycle
occurrs in various pathological conditions - the most important of them being cancer. Therefore, there
is a continuous effort to search for chemical CDK inhibitors, which may be used as antiproliferative
drugs. Various compounds have been already isolated and synthesized (e.g. olomoucin, roscovitine,
flavopiridol and indirrubin). All known CDK inhibitors compete with ATP in the binding with CDKs.
Chemical CDK inhibitors show antitumor activity in various in vitro assays and on experimental animals.
Flavopiridol is already being tested in phase Il clinical trials.

{Advances in Cell Biology 2000; 27: 377-396)

Key words: cell cycle, CDK inhibitors, cancer, cell proliferation
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1. WPROWADZENIE

Proliferacja komorek jest $cisle regulowana poprzez aktywacje i dezaktywacje
serii biatek, ktére tworzg rodzaj ,,napedu” cyklu komérkowego. ,,Naped” ten jest
ztozony gtéwnie z trzech rodzajow biatek: kinaz zaleznych od cyklin (CDK),
cyklin i inhibitorow kinaz zaleznych od cyklin (CKI). Dokadny opis regulacji
cyklu komérkowego jest dostepny w wielu pracach przegladowych, zaréwno w
jezyku polskim [94, 95] jak i angielskim [22, 63, 69, 73, 74].

Kinazy zalezne od cyklin dziatajg na kluczowych etapach cyklu komérkowego
regulujac progresje poszczeg6lnych jego faz i przejscia miedzy fazami (rys. 1)
[94]. Zablokowanie tylko jednej z kinaz wywotuje blok w okre$lonym punkcie
cyklu komérkowego, np. zablokowanie aktywnosci CDK1 w kompleksie z cykling
B wywota blok w poZnej fazie G2, podczas gdy zablokowanie aktywnos$ci CDK4
i CDK6 w kompleksie z cyklinami D wywota blok w fazie GI. Funkcje poszcze-
gélnych kinaz CDK moga by¢ niekiedy komplementarne wzgledem siebie, co jest
wazne zwitaszcza w komérkach nowotworowych. CDK7 uczestniczy w aktywacji
pozostatych CDK [19], zas CDKS5 nie reguluje cyklu komérkowego, lecz odgrywa
role w metabolizmie neuronow [45].

Od czasu odkrycia kluczowej roli CDK w regulacji cyklu komérkowego zdano
sobie sprawe, iz zablokowanie ich aktywnos$ci powinno powodowaé catkowite za-

CDK1-B
CDK2-E

CDK1-A
RYSUNEK 1 Schemat przedstawiajacy udziat poszczegélnych CDK w powigzaniu z odpowiednimi
cyklinami w regulacji cyklu komérkowego
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hamowanie proliferacji komdérek. Nadzieje te znalazty potwierdzenie, kiedy odkryto
naturalne, biatkowe inhibitory CDK [95]. Okazato sie, ze przynajmniej niektére
z nich, takie jak p27Kipl, sg czesto zmutowane w nowotworach [84, 86]. Co wiecej,
rozpoczeto préby terapii genowej za pomocg sekwencji inhibitorow CDK, uzyskujac
zachecajgce wyniki polegajagce na zahamowaniu proliferacji komérek nowotwo-
rowych [14, 30, 89]. Niestety, terapia genowa pomimo wielu sukceséw w badaniach
doSwiadczalnych wcigz nie spetnia sie w zastosowaniu klinicznym, ustepujac tra-
dycyjnym formom leczenia. O wiele prostsze i wygodniejsze w stosowaniu od
biatkowych inhibitoréw CDK bytyby inhibitory drobnoczasteczkowe. Z tego powodu
firmy farmaceutyczne rozpoczelty wyscig majacy na celu zaréwno identyfikacje
odpowiednich naturalnych produktéw, jak i synteze sztucznych drobnoczastecz-
kowych zwigzkéw chemicznych, majacych wiasciwosci inhibitorow CDK.
Teoretycznie jest mozliwe wyr6znienie réznych mechanizmoéw dziatania in-
hibitoréw, np. wspdétzawodnictwa o wigzanie substratow - zaréwno ATP jak i
biatek ulegajgcych fosforylacji, wspotzawodnictwa przytgczania cyklin, naslado-
wanie dziatania biatkowych inhibitorow CDK lub zaburzanie regulacji degradacji
proteolitycznej poszczegélnych cyklin. W praktyce zaprojektowanie odpowiednich
zwigzkéw chemicznych jest o wiele trudniejsze. Wszystkie znane niebiatkowe in-
hibitory CDK wykazujg tylko jeden mechanizm dziatania - wspo6tzawodniczenie
z ATP o wigzanie w miejscu katalitycznym. Majg one z reguty plaski pierscien
heterocykliczny, ktéry zajmuje kieszonke wigzaca puryne wytwarzajac 2-3 wigzania
wodorowe z Glu w pozycji 81 i Leu w pozycji 83 faricucha polipeptydowego
CDK. Poza tg wsp0lng cechg, inhibitory CDK znacznie sie roznig budowa chemiczng
i naleza do réznych grup zwiazkdw, np. do analogdéw purynowych, flawonoidéw,
pochodnych indygo, analogéw staurosporyny itp. Wiekszos$¢ z tych zwigzkéw ma
wiele wad, gdyz albo sg one niewystarczajaco selektywne, albo majg niska statg
wigzania z CDK. Reprezentujg one potencjalny punkt wyjscia do odkrycia poteznych,
specyficznych inhibitorédw kinaz zaleznych od cyklin [20, 26, 52, 53].

2. ANALOGI PURYNOWE

Niedtugo po tym jak odkryto, iz CDK odpowiadajg za kontrole cyklu komar-
kowego, Rialet i Meijer zaproponowali, by do poszukiwan nowych lekéw anty-
nowotworowych uzywac testu polegajacego na zdolnosci testowanej substancji do
blokowania fosforylacji histonu HI, jednego z najwczesniej poznanych substratéw
CDK. Doprowadzito to do zidentyfikowania, iz analogi purynowe, takie jak: NG6-
(D2-izopentyl)adenina (izopentenyloadenina) i 6-dimetyloaminopuryna (DMAP),
blokujg aktywnos¢ CDK [72]. Substancje te wyrdzniajg sie niskg selektywnoscig
i matg sitg dziatania. Meijer i wspotpracownicy zbadali wiecej niz 80 analogow



380 C. WOJCIK, M. WOJCIK

purynowych [90], co pozwolito na wyizo-
lowanie olomucyny, czyli 2-(2-hydroksye-
tyloamino)-6-benzoksyloamino-9-mety-

lopuryny (rys. 2).
Olomucyna inhibuje CDK1, CDK2 i
CDKSG5, leczjest takze w niewielkim stopniu
inhibitorem innych kinaz oraz biatek wig-
zacych ATP (np. ERKI i ERK2). Olomu-
cyna praktycznie nie oddziatuje na CDK4.
Wartosci IC50 olomucyny oraz innych
omawianych inhibitorow CDK sg podane
RYSUNEK 2. Olomucyna w tabeli 1L Olomucyna konkuruje o miejsce
wigzania z ATP, natomiast nie jest kon-
kurencyjna w stosunku do ulegajacych fos-
forylacji substratéw CDK. Olomucyna hamuje rozwoj i dojrzewanie owocytow
jezowcdw, zabich i mysich, jednokomérkowych glonéw, komérek roslin wyzszych
[1, 24, 90] oraz normalnych i nowotworowych linii komérkowych w hodowli tkan-
kowej [9, 18, 35, 36]. Jej efekty hamujace proliferacje i wywolujagce apoptoze
nie zalezg od obecnosci aktywnego biatka p53, co stwierdzono na dwdch liniach
komorkowych chtoniaka Burkitta, r6znigcych sie mutacjg p53 [18]. Potwierdzono
to niezaleznie na czterech liniach ludzkich nowotworéw - BxPC-3, PANC-1, Ca-
pan-2, i CAV. Ponadto, nie stwierdzono zaleznosci dziatania olomucyny i pokrewnej
jej roskowityny od ekspresji pl6 i K-Ras [36]. Badania na niedrobnokomdrkowym
raku ptuca MR65 i neuroblastomie CHP212 ujawnity, iz olomucyna i roskowityna
wywotujg blok w cyklu komérkowym na przejSciach GI/S, G2/M i M/GI oraz
w czasie trwania fazy S. Petnemu blokowi cyklu komoérkowego towarzyszyto po-
jawienie sie komorek apoptotycznych [82]. Efekty dziatania olomucyny sg czesto

TABELA 1 Wartosci stezenia wybranych inhibitoréw CDK (wyrazone w pM), wywotujace za-
hamowanie 50% aktywnosci enzymatycznej podanych komplekséw CDK z cyklinami (IC50)

Inhibitor CDK1-B CDK2-A CDK4-D CDK5
Olomucyna 7 7 >1000 3
Roskowityna 0,65 0,70 >100 ?
Flawopirydol 0,40 0,40 0,40 0,40
1-butyrolakton 0,68 1,50 >1000 ?
Staurosporyna 0,005 0,007 >1000 ?
Indyrubina 10 2,2 12 ?
5-kwas sufonowy 0,4 0,18 0,055 ?
Indyrubiny

Kenpaullon 0,40 0,65 >100 Z

1 ? ?

? ?

9-hydroksyelliptycyna
Suramina 4
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odwracalne, czyli po jej usunieciu nastepuje kontynuacja cyklu komérkowego. Inte-
resujace jest, iz olomucyna nie wykazuje dziatania w przypadku zarodkéw muszki
owocowej i drozdzy, a tylko stabg aktywnos¢ w zarodkach nicieni [1]. Co ciekawe,
cho¢ olomucyna wywotuje generalnie apoptoze komérek w hodowli, to zapobiega
apoptozie wywotanej np. arabinozydem cytozyny [65]. Ponadto, olomucyna za-
pobiega transportowi pecherzykow wzdtuz aksonéw do zakoriczeh nerwowych [71].
Co wiecej, wykazano, iz moze ona wptywaé na zmiany aktywnosci neuronéw za-
chodzace w przebiegu rytmu okotodobowego [76].

Opisano pojedynczy przypadek wyleczenia spontanicznego czerniaka u psa po
dozylnym podaniu olomucyny w dawce 8 mg/kg i 24 h powtarzanej przez kolejnych
siedem dni. Biopsje weztéw chtonnych wykazaly, iz poczawszy od trzeciego dnia
leczenia pojawita sie masowa apoptoza przerzutow czerniaka. Standardowe badania
laboratoryjne nie ujawnity zadnych dziatan niepozadanych olomucyny [29].

Opisano krystaliczng strukture olomucyny zwigzanej z CDK2 [81]. Badania
te potwierdzajg, iz olomucyna wigze sie z kieszonkg wigzacg ATP. Nalezatoby
odnotowad, iz znajomo$¢ oddziatywan olomucyny z CDK2 nie dostarcza wyjasnienia,
dlaczego CDK4 i CDK6 sg niewrazliwe na olomucyne. Zbadanie na poziomie
atomowym miejsca przytaczenia sie olomucyny do CDK2 umozliwito przepro-
wadzenie dalszych modyfikacji chemicznych olomucyny, celem otrzymania inhi-
bitora o wiekszej specyficznosci i powinowactwie. Wysitek ten zostat optacony
syntezg ulepszonego analogu olomucyny, mianowicie roskowityny (rys. 3) [54].

Roskowityna w poréwnaniu z olomucyng wykazuje sie zwiekszonym co najmniej
dziesieciokrotnie powinowactwem w stosunku do CDK1 i CDK2. Podobnie jak
olomucyna, réwniez roskowityna jest nieaktywna w stosunku do CDK4 i hamuje
takze kilka innych kinaz (ERKI i ERK2 oraz kinaze zwigzang z receptorem dla
insuliny). Roskowityna ma pojedyncze centrum chiralne, tak wiec wystepuja jej
enancjomery. Stereoizomer R ma okoto dwa razy wieksze powinowactwo do CDK
niz stereoizomer S. Zwiekszone powinowactwo wzgledem CDK nie idzie w parze
ze zwiekszonym powinowactwem do in-
nych kinaz, co powoduje wiekszg sele-
ktywnos$¢ tego inhibitora w poréwnaniu z
olomucyng [54]. Stwierdzono, iz roskowi-
tyna wywotuje apoptoze szeregu linii ko-
moérkowych in vitro, np. pozbawionego
receptora estrogenu raka gruczotu mleko-
wego linii MDA-MB-231 [56]. Roskowi-
tyna odwracalnie hamuje mejoze oocytéw
jezowcow i mitoze ich zarodkéw w p6znej
profazie oraz synteze DNA w ekstraktach
zjaj zaby Xenopus laevis. Ponadto, blokuje
ona zalezne od progesteronu dojrzewanie RYSUNEK 3-Roskowityna
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oocytdw Xenopus laevis. Roskowityna hamuje proliferacje komdrek biataczki L1210
wywotlujgc blok w fazach GI i G2 [60]. Potrafi ona takze skutecznie hamowac
replikacje ludzkiego cytomegalowirusa oraz wirusa opryszczki w hodowli tkankowej
[7, 77]. Roskowityna podawana dootrzewnowo szczurom z do$wiadczalnym me-
zangialnym proliferacyjnym kiebuszkowym zapaleniem nerek (model Thyl) po-
wodowata redukcje proliferacji komoérek mezangium oraz ekspresje kolagenu typu
IV, fibronektyny i lamininy, co wigzato sie z poprawg funkcji nerek [70].

Najnowsze pochodne puryn o zwiekszonym powinowactwie do CDK to alki-
lowane C2 pochodne o IC50 wzgledem CDK rzedu 0,20 pM [46] oraz purwalanole
A i B. Purwalanol A posiada IC50 wzgledem kompleksu CDK2 z cykling A rzedu
0,070 pM [27].

3. FLAWONOIDY

Flawonoidy od dawna znane byly jako inhibitory kinaz. Wiele z nich wykazuje
dziatanie modulujgce cykl komorkowy oraz hamujgce wzrost [61].

Flawopirydol [(-) cis-5,7-dihydroksy-2-(2-chlorofenyl)-8-[4-(3-hydroksy-I-me-
tyl-0-piperidinyl]-4H-benzopiran-4-on] (rys. 4) jest pochodng alkaloidu rohitukiny
wyizolowanego z indyjskiej rosliny Dysoxulum binectariferum. Flawopirydol i po-
chodny zwigzek o nazwie L86-8276 (bez atomu chloru) sa inhibitorami CDK o
duzym powinowactwie i specyficznosci [50]. Badania wskazujg, iz flawopirydol,
w przeciwienstwie do olomucyny i butyrolaktonu, nie jest zdolny rozrézni¢ po-
szczeg6lnych kinaz z rodziny CDK [10, 50]. Flawopirydol wykazuje rowniez pewne
wiasciwosci inhibicyjne w stosunku do niektérych innych kinaz, w tym kinazy
biatkowej A, G i kinazy zwiazanej z receptorem dla EGF. Podobnie jak olomucyna
i roskowityna, flawopirydol jest inhibitorem konkurencyjnym w stosunku do ATP
[50]. Ustalono strukture krystaliczng kompleksu CDK2 z L86-8276. PierScien ben-
zopiranowy L86-8276 zajmuje podobny
obszarjak pierscien purynowy ATP, a pier-
$cien pirydynowy L86-8276 - obszar, w
ktérym znajduje sie normalnie reszta a-
fosforanowa ATP. Podobnie, jak w przy-
padku olomucyny, grupa fenylowa
L86-8276 wystaje z kieszonki wigzacej
ATP [16].

Wstepne badania potwierdzity cytosta-
tyczne dziatanie flawopirydolu na rézne li-
nie komérkowe [39, 50, 93]. Flawopirydol
moze by¢ rowniez cytotoksyczny dla nie-
ktorych linii komérkowych, poprzez indu-

RYSUNEK 4. Flawopirydol ] i .
kcje apoptozy [2, 4, 5, 67], ktora jest
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niezalezna od aktywnego biatka p53 [12, 85], pRb czy pl6 [12]. Badania réznych
linii raka przetyku wykazaty jednak zwigkszong wrazliwos¢ tych linii, ktore byty
pozbawione aktywnego pRb [79]. Flawopirydol wywotuje takze r6znicowanie sie
komorek stabo zréznicowanych linii komorkowych, takich jak linie niedrobnokomér-
kowego raka ptuca NCI-H358 [44]. Efekt ten jest z jednej strony korzystny z
punktu widzenia terapii, gdyz hamuje proliferacje nowotwordéw, z drugiej jednak
strony komorki zréznicowane sg bardziej odporne na chemioterapeutyki i moga
stanowi¢ Zrodto wznowy. Nie do koncajestjasne, czy efekty dziatania flawopirydolu
zalezg jedynie od blokowania CDK, czy tez od jego wptywu na inne kinazy. Cyto-
toksyczny wptyw flawopirydolu na nieproliferujgce komorki raka ptuca linii A-549
[4] lub komorki ludzkiego $rédbtonka zyt pepowinowych [8] nie daja sie wyjasnié
blokowaniem CDK, ktore sg nieaktywne w komdrkach nieproliferujagcych. Obser-
wacjata poddaje w watpliwos¢ absolutng specyficznosé tej substancji. Dalsze badania
bedg konieczne w celu okreslenia stopnia, do ktérego cytostatyczne i cytotoksyczne
efekty dziatania flawopirydolu sg skojarzone z inhibicjg CDK, a w jakim stopniu
mozna je przypisa¢ innym wiasciwosciom tego zwigzku.

Inhibicja CDK wystepujagcych w komoérkach nerwowych moze takze zapobiegac
ich uszkodzeniom i apoptozie, tak jak to zaobserwowano w komoérkach PC 12,
neuronach wspétczulnych i ziarnistych neuronach mézdzku, umieszczonych w po-
zywce pozbawionej fizjologicznego stezenia KC1. Zaréwno flawopirydol, jak i olo-
mucyna zapobiegty w tych warunkach apoptozie neuronéw. Nie wiadomo, czy
podobne wiasciwosci ochronne mogtby on posiadac in vivo [64, 66]. Flawopirydol
zapobiegt takze apoptozie wywotlanej przez toksyczne dziatanie arabinozydu cy-
tozyny, podczas gdy olomucyna i roskowityna nie wykazaty takiego dziatania. Mozna
to wyttumaczy¢ faktem, iz w apoptozie neurondéw uczestniczy CDK4, ktéry nie
jest hamowany przez te analogi puryn. Zapobieganie apoptozie neuronéw wywotanej
przez arabionozyd cytozyny ma istotne znaczenie, gdyz neurotoksycznos$¢ nie-
ktérych chemioterapeutykéw znacznie utrudnia ich stosowanie [13]. Niezaleznie
od dziatania na CDKS5, flawopirydol zapobiega takze toksycznym efektom (3-amy-
loidu wywieranym na neurony w hodowli tkankowej [23].

Proliferacja miocytéw gladkich btony wewnetrznej naczyn jest czynnikiem etio-
patogenetycznym w szeregu schorzen, wiaczajac to powstawanie zmian miazdzy-
cowych i restenoze. Blokowanie ich proliferacji w modelach zwierzecych zapobiega
lub pomniejsza rozwdj tych uszkodzen naczyn krwionoénych. Proliferacja miocytow
btony wewnetrznej uzalezniona jest z reguty oddziatywaniem licznych czynnikow
wzrostu, takich jak: ptytkopochodny czynnik wzrostu (PDGF) czy zasadowy czynnik
wzrostu fibroblastow (bFGF). Flawopirydol w stezeniu 75 nmol/L zapobiega pro-
liferacji miocytéw in vitro w odpowiedzi na te czynniki. Podawany doustnie szczurom
z uszkodzong cewnikiem tetnicg szyjng wspolng w dawce 5 mg/kg redukuje on
powierzchnie odnowy blony wewnetrznej o 35% po 7 dniach, a 0 39% po 14
dniach. Wyniki te zachecajg do przeprowadzenia prob klinicznych u ludzi, np.
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celem zapobiezenia restenozie w tetnicach wienicowych po angioplastyce i/lub
wszczepieniu stentow [75].

Flawopirydol znajduje sie obecnie w Il fazie badan klinicznych jako lek prze-
ciwnowotworowy. Przed przystapieniem do préb klinicznych powaznym problemem
byt niski iloczyn rozpuszczalnosci flawopirydolu w wodzie wynoszacy 0,024 mg/mL
podczas gdy pozadane stezenie tego leku w osoczu powinno wynosi¢ 10 mg/mL.
Flawopirydol w pozadanym stezeniu udato sie rozpusci¢ w 30% roztworze hy-
droksypropyl beta-cyklodekstryny w 0,1 M buforze cytrynianowym (pH 4,52). Taki
roztwor nie wytragca sie po wprowadzeniu do buforéw o pH fizjologicznych, a
wiec zapewnia bezpieczenstwo podawania parenteralnego [15, 48, 49]. Innym pro-
blemem, warunkujacym skuteczno$¢ podawanego flawopirydolu, jest obecnosé in-
nych biatek poza CDK, ktére majg do niego wysokie powinowactwo. Wykazano,
iz cytozolowa dehydrogenaza aldehydowa 1 wigze flawopirydol, cho¢ nie wptywa
to najej czynnos$¢ enzymatyczng. Jednakze ekspresja zwiekszonej ilosci tego enzymu
w badanych liniach komoérkowych korelowata z ich mniejsza wrazliwos$cig na niskie
stezenia flawopirydolu. Mozna przypuszczaé, iz w czasie chemioterapii flawopi-
rydolem moze doj$é do selekcji komoérek guza o wysokiej zawartosci tego enzymu,
co w konsekwencji moze powodowac powstanie klonu opornych komérek nowo-
tworowych [78].

Czestym problemem przy klasycznych formach chemioterapii, np. z uzyciem
doksorubicyny, jest rozwdj opornosci wielolekowej zwigzanej ze zwiekszong eks-
presja glikoproteiny btonowej MRP1. Wykazano, iz flawopirydol oddziatuje zMRP1,
zwiekszajac jego aktywno$¢ ATP-azowg i zaburzajgc usuwanie doksorubicyny z
komoérek. Linie komérkowe ze zwiekszong ekspresja MRP1 sg jednakze oporne
na cytotoksyczne dziatanie flawopirydolu [33, 34].

Celem zapobiezenia rozwinieciu sie opornosci wielolekowej czesto stosuje sie
w chemioterapii skojarzone podawanie lekéw o réznych mechanizmach dziatania,
zwiekszajac tym samym jej efektywno$é. Poniewaz stosowane leki czesto dziatajg
nardzne etapy cyklu komérkowego, niezmiernie waznajest kolejnosé ich podawania.
Na linii A549 niedrobnokomdrkowego raka ptuc wykazano, iz synergiczne dziatanie
flawopirydolu i taksolu, arabinozydu cytozyny, topotekanu oraz etopozydu wystepuje
tylko przy podaniu wczesniejszym niz flawopirydolu. Jednakze podanie arabinozydu
cytozyny lub 5-fluorouracylu w 24 h po podaniu flawopirydolu takze byto bardzo
skuteczne. Jedynie efekt synergistyczny dziatania cisplatyny z flawopirydolem nie
zalezat od kolejnosci podania [5]. Réwniez w przypadku szeregu linii raka zotgdka
i gruczotu mlekowego wykazano, iz wzmocnienie efektu przeciwnowotworowego
flawopirydolu poprzez jego skojarzenie z taksolem wystepowato jedynie wtedy,
gdy flawopirydol podano po taksolu, a nie przed lub réwnoczes$nie [58].

Dodatkowe korzysci wynikajace ze stosowania flawopirydolu moga wynikaé
z tego, iz poza bezposrednim efektem przeciwnowotworowym wynikajgcym z blo-
kowania CDK moze on takze blokowa¢ angiogeneze nowotwordéw. Zaobserwowano,
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iz flawopirydol obniza zalezng od niedotlenienia ekspresje czynnika wzrostu komoérek
$rédbtonka (VEGF), produkowanego normalnie przez ludzkie monocyty. Mechanizm
dziatania flawopirydolu wydaje sie zaleze¢ od dramatycznej destabilizacji mRNA
dla VEGF-u [55].

W fazie badan przedklinicznych okre$lono og6lng toksycznos$¢ flawopirydolu,
a nastepnie przetestowano jego dziatanie na przeszczepialne nowotwory u zwierzat
doswiadczalnych. Podawanie flawopirydolu myszom wywotywato apoptoze tymo-
cytéw, splenocytow i komdrek weztow chionnych, co pociggato za sobg atrofie
$ledziony, grasicy i weztéw chtonnych. Poza tym zobserwowoano takze apoptoze
enterocytow w kryptach jelitowych. Nie stwierdzono uszkodzenia szpiku kostnego,
nerek, watroby, ptuc, miesni szkieletowych i sercowego [2]. Wiekszo$¢ flawopirydolu
ulega zmetabolizowaniu w watrobie, a wytworzone mono- i di-glukuroniany sg
wydalane z zéikcig [37]. Flawopirydol podawany dootrzewnowo w dawce 5 mg/kg
na 24 h okazat sie skuteczny w ograniczaniu wzrostu jednej z linii ludzkiego raka
ptaskonabtonkowego szyi i glowy (HNSCC) na myszach nagich. Zaobserwowano
redukcje masy guza o 60-70%, ktorej towarzyszyta rozlegta apoptoza komérek
nowotworowych [68]. Flawopirydol podawany dozylnie w dawce 7,5 mg/kg na
24 h wywotywat apoptoze guzéw u myszy nagich, co spowodowane zostato przez
ludzkie linie biataczkowe HL-60, SUDHL-4 i Nalm/6. Co wiecej uzyskano kompletne
wyleczenie 11 z 12 przypadkéw zaawansowanych guzéw wywotanych przez linie
HL-60. Pieciodniowe leczenie chtoniakow wywotanych przez linie SUDHL-4 spo-
wodowato catkowite wyleczenie w potowie przypadkéw i dlugotrwatg regresje w
dalszych 25% przypadkdéw. Pdzne stadia chtoniaka AS283 zwigzanego z zespotem
uposledzenia odpornosci byly oporne na dziatanie flawopirydolu, jednak gdy lek
ten zastosowano we wczesnych stadiach powodowat on catkowite wyleczenie. W
przypadku ludzkiej ostrej limfoblastycznej biataczki uzyskano 15-dniowe przedtu-
zenie zycia w stosunku do kontroli. Uzyskane wyniki wskazujg nato, iz flawopirydol
i podobne mu inhibitory kinaz zaleznych od cyklin stanowig dobre leki przeciwno-
wotworowe [2].

Przeprowadzono badania kliniczne | fazy dziatania flawopirydolu, majace na
celu okreslenie maksymalnej tolerowanej dawki, profilu toksycznosci oraz jego
farmakokinetyki po podaniu dozylnym we wlewie ciggtym przez 72 h powtarzanym
trzykrotnie co dwa tygodnie. Do badan tych zakwalifikowano 66 pacjentow w
zaawansowanej chorobie nowotworowej opornej na konwencjonalne leczenie. Ba-
dania 49 pacjentow pozwolity okresli¢c maksymalna tolerowang dawke flawopirydolu
na 50 mg/m2 powierzchni ciata/24 h. Gtéwnym objawem niepozgdanym warun-
kujagcym ten poziom dawki byta biegunka wydzielnicza. Z tego powodu zastosowano
standardowag prolifilaktyke przeciwbiegunkowg, co pozwolito osiggng¢ maksymalng
tolerowang dawke w wysoko$ci 78 mg/m2 powierzchni ciata/24 h. G¥déwnym ob-
jawem niepozadanym byto w tym przypadku niedocis$nienie wystepujace przy dawce
98 mg/m2 powierzchni ciata/24 h. Wsrod innych dziatan niepozadanych zaobser-
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wowano rekcje zapalne z towarzyszacym wzrostem biatek ostrej fazy, ktére w
przypadku niektérych pacjentéw uniemozliwity kontynuacje leczenia. U niektorych
pacjentow nie zadziatata takze profilaktyka przeciwbiegunkowa, co zmuszato do
obnizenia dawki flawopirydolu. Okoto 70% pacjentéow wykazywato normalng far-
makokinetyke flawopirydolu, jednak u 30% pojawity sie niespodziewane zwyzki
stezenia tego leku w osoczu. Udato sie osiggna¢ stezenie flawopirydolu w osoczu
wahajace sie od 71 nM (w przypadku dawki 50 mg/m2/ 24 h) do 344 nM (w
przypadku dawki 78 mg/m2/24 h). Zaobserwowano $redniego stopnia efekt prze-
ciwnowotworowy w przypadku jednego pacjenta z rakiem nerki i niewielki efekt
w przypadku trzech pacjentow z chtoniakiem nieziamiczym, rakiem nerki i rakiem
jelita grubego. U pozostatych pacjentow nie zaobserwowano znaczacej poprawy.
Whnioski z badania | fazy sg zachecajgce, gdyz osiggnieto stezenie terapeutyczne
w osoczu (tj. takie, w ktérych wykazano efekt przeciwnowotworowy w modelach
zwierzecych) przy stosunkowo niewielkich skutkach ubocznych. Obecnie prowa-
dzone sg badania kliniczne Il fazy flawopirydolu [83].

4. 1-BUTYROLAKTON

1-Butyrolakton {a-okso-(3-(p-hydroksyfenyl)-y-(p-hydroksy-m-3,3-dimetylallil-
benzyl)-Y-metoksykarbonyl-Y -butyrolakton] (rys. 5) zostat wyizolowany ze szczepu
F-25799 Aspergillus sp. w czasie poszukiwan substancji blokujacych aktywnos¢
CDK [41]. 1-Butyrolakton jest kompetetywny do ATP, hamuje CDK1 i CDK2.
Inne kinazy s o rzad wielkosci mniej wrazliwe na dziatanie tego zwigzku che-
micznego [41, 52]. Nie przeprowadzono jeszcze badan krystalograficznych doty-
czacych strukturalnych oddziatywan z CDK2. Pomimo tego jest on bardzo ciekawym
zwigzkiem, ktéry zapewne bedzie stanowit punkt wyjsScia do syntezy dalszych
substancji, przede wszystkim dlatego, iz jest przedstawicielem klasy zwigzkdw,
ktére wczesniej nie byly
brane pod uwage w ba-
daniach nad kinazami [26].

Butyrolakton wywotuje
blok w fazie G2 zsynchro-
nizowanych ekstraktow z
jaj zab Xenopus [87]. Ha-
muje on wzrost szeregu li-
nii niedrobnokomarko-
wego i drobnokomérko-
wego raka ptuc wywotujac

RYSUNEK 5. 1-butyrolakton ~
blok w fazie G2/M. Sko-
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jarzenie butyrolaktonu z cisplatyng powoduje zmniejszenie efektu cytotoksycznego
tej ostatniej, podczas gdy skojarzenie butyrolaktonu z taksolem, windezyng i eto-
pozydem nie wywotuje zadnych efektéw. Za pomoca chromatografii cienkowar-
stwowej zaobserwowano, iz butyrolakton wiaze sie z cisplatyng, co moze ttumaczyé
ostabienie jej dziatania [59]. Butyrolakton hamuje proliferacje i wywotuje apoptoze
dwdch roznych linii raka trzustki ze zmutowanym genem p53 - PANC-1 i AsPC-1.
Apoptozie towarzyszy wzrost ekspresji biatka Bax, przy spadku ekspresji Bcl-2
[91]. Butyrolakton wywotuje u trzech réznych linii raka prostaty (DU145, PC-3,
LNCaP) blok w fazie G2/M. W przypadku linii DU 145 i PC-3 komorki podejmuja
kolejng runde replikacji DNA bez przeprowadzenia mitozy, co prowadzi do ich
tetraploidyzacji. Tetraploidalne komérki majg albo jedno anormalne jadro, albo
dwa oddzielne jadra. Efekt ten byt mniejszy, lecz wcigz obserwowalny w przypadku
linii LNCaP [88]. Butyrolakton hamuje takze cykl komdrkowy komoérek ludzkiego
raka watroby HuH-7 gtéwnie w fazie G2/M, czemu towarzyszy spadek produkcji
albuminy i alfaproteiny przez redukcje ekspresji czynnika transkrypcyjnego HNF-1
[31].

5. STAUROSPORYNA | JEJ ANALOGI

Staurosporyna (rys. 6) jest to alkaloid wyizolowany po raz pierwszy z hodowli
Streptomyces sp. [52, 53]. Jest ona uznana jako potencjalny inhibitor szerokiego
wachlarza kinaz, wtgczajac w to zaréwno kinazy serynowo-treoninowe, jak i kinazy
tyrozynowe, przede wszystkim za$ biatkowa kinaza C [21]. Staurosporyna blokuje
CDK1 i CDK2, lecz nie dziata na CDK4 [53, 72]. Ostatnio wykazano, iz analog
staurosporyny - 7-hydroksylostauro-
sporyna (UCN-01) ma takze aktywnos¢
inhibitora CDK [40]. Mimo iz UCN-01 od-
znacza sie mniejszg sitg inhibicji CDK niz
staurosporyna, wykazuje w niewielkim sto-
pniu polepszong selektywnos¢, a poza tym
hamuje takze CDK4, jak i CDK®6 [40]. Brak
specyficznosci staurosporyny i UCN-01 za-
weza ich zastosowanie jako narzedzi do
zrozumienia regulacji CDK [52, 53]. Po-
chodne staurosporyny UCN-01 i
CGP41251 znajduja sie juz w trakcie | fazy
badan klinicznych jako potencjalne leki
przeciwnowotworowe, jednak wprowa-
dzono je do préb na ludziach gtéwnie ze
wzgledu na ich witasnosci blokowania ki-

nazy bia’rkowej c [21]_ RYSUNEK 6. Staurosporyna
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INDYRUBINA

Od wielu stuleci tradycyjna chifiska medycyna uzywata w leczeniu przewlekiej
biataczki szpikowej zestaw 11 zi6t zwany pod nazwg Danggui Longhui Wang.
Aktywnos$¢ antynowotworowg przypisano wchodzgcemu w sktad tej mieszanki in-
dygo naturalnemu [17]. Indygo naturalne jest to niebieski proszek otrzymywany
z lisci kilku r6znych roslin, gtéwnie Indigofera tinctoria. W jego skfad poza nie-
bieskim izomerem indygo uzywanym takze jako naturalny barwnik, wchodzi in-
dyrubina (rys. 7), czyli czerwien indygowa. Indyrubina w zapobiega syntezie DNA

RYSUNEK 7. Indyrubina

w komdrkach nowotworowych [96, 99], co thu-
maczono poczatkowo jej zdolnoscig do stosun-
kowo stabego wigzania sie z DNA [97]. Pomimo
tego indyrubina nie wywotuje supresji szpiku ani
innych skutkdw ubocznych charakterystycznych
dla chemioterapeutykow [38]. Stosunkowo nie-
dawno wykazano, iz indyrubinajest selektywnym
inhibitorem CDK. Wywotuje ona blok cyklu ko-
moérkowego w péznej fazie G1 na przejSciu w
faze S i w poznej fazie G2 na przejs$ciu w mitoze.
Niektdre analogi indyrubiny, takie jak: 5-chlo-

roindyrubina, 3-monoksym indyrubiny i 5-kwas sulfonowy indyrubiny, wykazuja
jeszcze wieksze powinowactwo do CDK. Badania krystalograficzne wykazaty, ze
indyrubina wiaze sie z kieszonkg wigzacg ATP, podobnie jak inne znane inhibitory

CDK [32].

7. PAULLONY

Kenpaullon (rys. 8), czyli 9-bromo-7,12-dihydroin-
dolo[3,2-d][l]benzazepin-6(5H)-on jest inhibitorem
CDK1 i CDK2, natomiast nie dziata na CDK4. Jest
on inhibitorem wspo6tzawodniczgcym o wigzanie z ATP.
W hodowli komérek nowotworowych powoduje zaha-
mowanie ich proliferacji [98].

Kenpaullon stanowi dogodny punkt wyjscia dla syn-
tezy pochodnych o zwiekszonej aktywnosci inhibitorow
CDK. Najbardziej obiecujagcym zwigzkiem jest alster-
paullon, czyli 9-nitro-7,12-dihydroindolo[3, 2-
d][I]benzazepin-6(5H)-on, ktdry ma dziesieciokrotnie
zwiekszone powinowactwo do CDK1 w kompleksie z

RYSUNEK 8- Kenpaullon
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ykling B (IC50 0,035 pM), co ulega odzwierciedleniu w silniejszym zahamowaniu
wzrostu komdrek nowotworowych in vitro [80].

8. INNE INHIBITORY

Istnieje duza liczba innych inhibitordw CDK. Zwykle sg one nieselektywne i
reprezentujg zwigzki chemiczne, w ktérych nie zaobserwowano relacji pomiedzy
struktura a aktywnoscig. W zwiagzku z tym nie przedstawiajg one wiekszej wartosci
jako narzedziabadawcze lub specyficzne inhibitory CDK, lecz mogg stanowi¢ wyjscie
do mozliwych, aczkolwiek trudnych dalszych modyfikacji chemicznych w celu
syntezy bardziej selektywnych analogéw. Zwiazki te to miedzy innymi suramina
i 9-hydroksy-eliptycyna [62]. Suramina (rys. 9) jest lekiem stosowanym w leczeniu
choréb pasozytniczych zaréwno robaczyc, jak i zakazen pierwotniakami. Stosowana
bywa takzejako czynnik przeciwnowotworowy, gdyzjest inhibitorem topoizomerazy

RYSUNEK 9. Suramina

DNA 1l [42]. Suramina hamuje CDK1 przy stezeniu nizszym, niz to jest potrzebne
do uzyskania innych efektéw biologicznych tego zwigzku chemicznego [6]. Biorac
pod uwage fakt, iz struktura tego zwigz-
ku jest dos¢ skomplikowana, jest mato
prawdopodobne, ze bedzie on poddany
dalszym badaniom celem rozwoju no-
wych inhibitoréw CDK.
Elliptyciny sg znane od dawna jako
czynniki przeciwnowotworowe dziata-
jace jako zwigzki interkalujgce DNA
[43] oraz inhibitory topoizomerazy Il
[11]. 9-hydroksyellipticyna (rys. 10)

wykazuje aktywnos$¢ inhibitora CDK1. RYSUNEK 10. 9-elliptycyna
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Nie znana jest jej specyficznos¢ wzgledem innych CDK [53]. Ze wzgledu na ich
dziatanie interkalujagce DNA jest mato prawdopodobne, iz stanowi¢ bedg odpowiedni
wz6r dla inhibitorow CDK.

9. PODSUMOWANIE

Wszystkie przedstawione w niniejszej pracy inhibitory CDK sg matymi orga-
nicznymi czasteczkami, ktore sg generalnie kompetytywne w odniesieniu do ATP,
jezeli chodzi o wigzanie sie w centrum aktywnym CDK, gdzie zajmuja kieszonke
ATP. Poniewaz ATP jest kofaktorem i substratem wielu réznych enzymow, stad
wynika duza trudno$¢ w osiggnieciu wystarczajgco selektywnych i specyficznych
inhibitorow CDK dziatajacych poprzez blokowanie wigzania ATP, ktére nie za-
burzatyby innych proceséw komérkowych. Tymczasem, aktywnos¢ CDK jest re-
gulowana na szereg réznych sposobdw, a poza kieszonkg wigzacg ATP atrakcyjnym
miejscem do zaprojektowania specyficznych inhibitoréw jest miejsce wigzania cyklin
i/lub miejsce wigzania substratu biatkowego. Nie znamy jeszcze dotychczas in-
hibitorow CDK, ktorych dziatanie opieratoby sie na blokowaniu miejsc innych
niz miejsce wigzania ATP, lecz gdy zostang one odkryte bedg o wiele bardziej
atrakcyjnymi potencjalnymi lekami [20, 26, 28].

Pomimo swoich stron ujemnych, drobnoczasteczkowe inhibitory kinaz zaleznych
od cyklin bedgce kompetytywnymi inhibitorami wigzania sie¢ ATP do CDK stanowig
nowa grupe lekéw przeciwnowotworowych, ktéra prawdopodobnie niedtugo wejdzie
do uzytku klinicznego [20, 28]. Jezeli wezmiemy pod uwage tradycyjng farmakopee
chinska, to mozna powiedzieé, ze jeden z tych lekow, mianowicie indyrubina, jest
juz stosowany w klinice od stuleci, jako aktywny sktadnik mieszanki ziotowej
Danggui Longhui Wan [17, 32]. R6zne firmy farmaceutyczne intensywnie pracujg
nad oméwionymi tu inhibitorami i ich pochodnymi w nadziei na krociowe zyski
zwigzane z ich przyszig sprzedazg. Najbardziej zaawansowane sg prace nad wdro-
zeniem do praktyki klinicznej w leczeniu nowotwordw flawopirydolu przez firme
Hoechst Marrion Roussel.

Poza zastosowaniem jako leki przeciwnowotworowe, flawopirydol i inne in-
hibitory CDK mogg znalez¢ zastosowanie we wszystkich stanach chorobowych
zachodzacych z udziatem nadmiernej proliferacji komorek, takich jak: restenoza
naczyn wiencowych po zabiegach angioplastyki i wszczepianiu stentdw [47], tu-
szczyca [26, 51], kiebuszkowe zapalenie nerek [70], infekcje pasozytnicze (blo-
kowanie cyklu komérkowego pasozytéw, takich jak: zarodziec zimnicy, Swidrowiec
afrykanski czy toksoplazma) [25, 57, 92], infekcje wirusowe (cytomegalia, opry-
szczka, AIDS) [3, 7, 77] itp. Ponadto mogg one znalez¢ zastosowanie w pewnych
schorzeniach neurologicznych z chorobg Alzheimera wigcznie, gdyz zachodzi¢ w
nich moze nadmierna aktywno$¢ CDK5. CDK5 choé nalezy do rodziny CDK i
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jest blokowana przez flawopirydol, nie wigze sie z regulacjg cyklu komérkowego
[26].
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GIBBERELLINS - SIGNAL PERCEPTION AND TRANSDUCTION

Stanistaw KOWALCZYK, Anna JAKUBOWSKA
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Uniwersytet Mikotaja Kopernika, Torun

Streszczenie: Komdérki aleuronowe izolowane z nasion zbéz oraz uzyskiwane z nich protoplasty sg
szczegOlnie uzytecznym uktadem doswiadczalnym w badaniach percepcji i transdukcji sygnatu gibereli-
nowego. Mimo ze dotychczas nie udato sie jeszcze zidentyfikowac biatka receptorowego, to jego
lokalizacja na zewnetrznej powierzchni plazmolemy komoérek aleuronowych byta wielokrotnie potwier-
dzana. Szlaki transdukcji sygnatu giberelinowego funkcjonujgce w komérkach aleuronowych obejmuja
biatko G, 1,4,5-trisfosforan inozytolu, Ca2+, kalmoduline, cGMP, cytozolowe pH, fosforylacje biatek
oraz biatka aktywujace i hamujace transkrypcje genéw a-amylazy. Poznano i zsekwencjonowano
fragmenty promotoréw genéw a-amylazy oraz zidentyfikowano najwazniejsze motywy odpowiedzialne
za hormonalng regulacje gendéw. W komoérkach aleuronowych jeczmienia udato sie zidentyfikowaé
cztery biatka regulujace transkrypcje genéw a-amylazy (Myb, HRT, ABF1, ABF2) petnigce funkcje
czynnikdw trans. Sposrod wielu wyselekcjonowanych dotychczas mutantéw giberelinowych Arabido-
psis thaliana cztery (gai, grs/rga, spy, shi) zostaly juz przebadane na poziomie molekularnym. Biatka
GAIl, GRS/RGA i SHI petnig funkcje negatywnych regulatoréw w indukowanym przez gibereline
wzroscie wydituzeniowym. Produktem genu SPY jest przypuszczalnie transferaza przenoszaca reszte
A-acetyloglukozoaminy na reszte seryny lub treoniny biatka ulegajacego modyfikacji.

(Postepy Biologii Komdrki 2000; 27: 397-423)

Stowa kluczowe: gibereliny, biatka wigzace gibereliny, tancuch transdukcji sygnatu giberelinowego,
mutanty giberelinowe Arabidopsis thaliana

Summary: Isolated aleurone cells and protoplasts of cereal grains are particularly useful model system
for studying of gibberellin signaling. Up to now, the identity of the receptor protein is unknown, but its
activity in cereal aleurone has been localized to the plasma membrane. The gibberellin-signaling
pathways identified in aleurone cells involve heterotrimeric G proteins, 1,4,5-inositol triphosphate, Ca2+,
calmodulin, cGMP, cytosolic pH, protein phosphorylation, and transcription factors. The promoters of

*Praca finansowana w ramach grantu KBN nr 6P04C 056 16 i grantu wewnetrznego Uniwersytetu
Mikotaja Kopernika nr 407-B
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gibberellin-inducible a-amylase genes have been sequnced and motifs essential for hormone-stimulated
transcription have been determined. Barley transcription regulators (Myb, HRT, ABF) that are important
trans acting elements of gibberellin-inducible a-amylase genes were identified. In Arabidopsis thaliana
four gibberellin-signaling mutants (gai, grs/rga, spy, shi) have been selected. The GAI, GRS/RGA and
SHI proteins function as negative regulators of gibberellin-induced growth responses. Supposedly, the
product of SPY gene is O-GIcNAc transferase that modifies proteins by glycosylation.

(Advances in Cell Biology 2000; 27: 397-423)

Key words', gibberellin, gibberellin binding proteins, gibberellin signal transduction pathway, gibberellin
mutants of Arabidopsis thaliana

WSTEP

Rodzina zwiazkéw nazywanych ogo6lnie giberelinami (GA), liczaca obecnie ponad
110 substancji, obejmuje duzg grupe metabolitdw posrednich szlaku biosyntezy
badZz degradacji GA oraz zaledwie kilka (GAI5 GA3, GA4, GA5, GA7, GA3?)
biologicznie aktywnych fitohormondéw [http://www.plant-hormones.bbsrc.ac.uk/ga-
inplants/gibberellin-nomenclature.htm]. Sposréd pieciu klasycznych roslinnych hor-
monow gibereliny zajmuja kluczowa pozycje w regulacji wzrostu i rozwoju roslin.
W cyklu zyciowym roSliny caty cigg procesow poczynajac od kietkowania nasion
i wzrostu wydtuzeniowego hipokotyla, poprzez indukcje kwitnienia, rozrost lisci,
wzrost wydtuzeniowy miedzywezli, a koficzac na rozwoju kwiatéw i dojrzewaniu
owocow regulowany jest przez GA. Od wielu lat gtdwny nurt badan zwigzanych
z giberelinami kierowano na identyfikowanie kolejnych zwigzkéw oraz poznawanie
szlakdw biosyntezy i mechanizmoéw regulujacych poziom GA w roélinie. W ostatnich
latach w piSmiennictwie $wiatowym opublikowano kilka prac przegladowych pod-
sumowujacych osiggniecia na tym polu [31,32,48,56]. Drugi, niemniej zmudny kie-
runek poszukiwar koncentruje uwage na problematyce zwigzanej z percepcjg i
transdukcjg sygnatu giberelinowego. Mimo uptywu ponad 25 lat od czasu, gdy
w ogoble zaczeto sie interesowaé receptorami giberelin i podjeto pierwsze préby
izolacji biatek wigzacych GA, postep wiedzy w zakresie percepcji i transdukcji
sygnatu giberelinowego jest dalece niezadowalajacy. Przez wiele lat wiekszos$¢ badan
biochemicznych, a z czasem réwniez badan wykorzystujagcych metody biologii mo-
lekularnej ogniskowata uwage na komorkach warstwy aleuronowej ziarniakow, ktore
staty sie niemal modelowym uktadem w poszukiwaniach biatek receptorowych oraz
badaniach wewnatrzkomérkowych mechanizméw przekazywania sygnatu gibereli-
nowego. Wyniki niektorych z tych badan byty juz czesciowo prezentowane w polskich
wydawnictwach i czasopismach monograficznych [57,58], a takze czasopismach
0 zasiegu ogOlnoswiatowym [7,39,78]. W ostatnim piecioleciu zauwazalny jest
wyrazny wzrost zainteresowania pierwotnymi mechanizmami dziatania GA. Wydaje
sie, ze wieloletni zast6j bedzie obecnie szybko przetamywany dzieki coraz Smiel-


http://www.plant-hormones.bbsrc.ac.uk/ga-

GIBERELINY - PERCEPCJA | TRANSDUKCJA SYGNALU 399

szemu sieganiu po techniki genetyki molekularnej oraz zwréceniu uwagi na mutanty,
szczegdllnie mutanty rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana) charakteryzujace sie zmie-
nionymi odpowiedziami na GA. O wadze i nowatorstwie podejmowanych badan
oraz znaczeniu uzyskiwanych wynikéw moze Swiadczyé liczba prac przegladowych
naten temat opublikowana w literaturze Swiatowej w ostatnich trzech latach [6,30,42,-
63,65,70,82,96,99].

Niniejsza praca jest prébg podsumowania aktualnego stanu wiedzy na temat
percepcji i transdukcji sygnatu giberelinowego, obejmuje bowiem przeglad wynikéw
badan prowadzonych na komdrkach aleuronowych oraz prezentuje najwazniejsze
osiggniecia w badaniach mutantow giberelinowych rzodkiewnika. Problematyka
zwigzana z przekazywaniem sygnatéw w komérkach roslinnych byta tematem prac
opublikowanych w polskich czasopismach monograficznych [3,58]. Uwadze Czy-
telnikéw zainteresowanych roslinnymi hormonami polecamy réwniez prace opub-
likowane w ostatnim czasie w Postepach Biologii Komoérki poSwiecone zagadnieniom
zwigzanym z percepcjg i transdukcjg sygnatu auksynowego, etylenowego, cyto-
kininowego i brasinosteroidowego [52,105].

BIALKA WIAZACE GIBERELINY
A MIEJSCE PERCEPCJI SYGNALU

Gibereliny sg stabymi kwasami o wiasciwosciach hydrofobowych, ktorych wartos¢
pK miesci sie w granicach 4,0-4,2. W formie niezdysocjowanej gibereliny moga
wiec penetrowa¢ do wnetrza komorki, bowiem plazmolema nie stanowi dla nich
powazniejszej bariery ograniczajacej dyfuzje. Jednak w Srodowisku o pH wyzszym
od warto$ci pK przenikanie GA przez btone jest juz mocno ograniczone. WyniKki
doswiadczen, w ktorych analizowano odpowiedzi giberelinowe w warunkach utru-
dnionej dyfuzji hormonu przez btone (wyzsze pH srodowiska zewngtrzkomorko-
wego), nie dajg jednoznacznych rozstrzygnie¢ [29,90,92]. Ponadto w tego typu
doswiadczeniach powinna by¢ uwzgledniana mozliwo$¢ niemal natychmiastowego
metabolizmu wnikajacej do komdrki GA, w tym takze syntezy koniugatéw z innymi
zwigzkami, cojak wiadomo wigze sie z inaktywacjafitohormonu. Wyniki nielicznych
doswiadczen, w ktérych autorzy analizowali kinetyke wnikania GA do komdrek,
sugerujg mozliwos$¢ transportu GA z udziatem nos$nikéw. Obok dyfuzji pozbawionych
fadunku czasteczek GA, przenikanie gibereliny przez blone jest w pewnym stopniu
zalezne od gradientu protonowego, a zalezno$¢ szybkosci transportu od stezenia
hormonu ma charakter wysyceniowy. Obserwacje te mogtyby wskazywa¢ na obe-
cno$¢ w btonie nosnikéw transportujacych GA do komorki [68].

Miejsce wigzania gibereliny wydaje sie juz by¢ ustalone w przypadku komérek
warstwy aleuronowej ziarniakéw zbéz. W badaniach percepcji i transdukcji sygnatu
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giberelinowego komérki aleuronowe staty sie niemal modelowym uktadem badaw-
czym. W kietkujacych nasionach GAj jest syntetyzowana przez zarodek, skad dy-
funduje lub jest transportowana do bielma. Warstwa komérek aleuronowych
otaczajgca bielmo, nie zawierajaca wykrywalnych ilosci GA, reaguje na fitohormon
wydzielaniem na zewnatrz szeregu enzymow hydrolitycznych koniecznych do uru-
chomienia zmagazynowanych w bielmie zwigzkéw zapasowych. Indukcja ekspresji
genow kilku hydrolaz (proteinaza cysteinowa, 1-3,I-4-(3 glukanaza, RNaza), a szcze-
gblnie gendw oc-amylazy w komorkach aleuronowych jeczmienia, pszenicy, owsa
i ryzu jest od wielu lat powszechnie badang odpowiedzig giberelinowg [7,39,42,81].

W badaniach lokalizacji biatka (biatek) receptorowego uzywano zmodyfikowa-
nego hormonu, w ktérym do pierscienia D w czasteczce GA podstawiono w pozycji
C 17 krétki tancuch weglowodorowy zakonczony grupa hydrosulfidowg. Wczesniej
juz byto wiadomo, ze znaczenie pierécienia D w wigzaniu hormonu przez receptor
jest zdecydowanie mniejsze niz pozostatych trzech pierscieni oraz ze zmodyfikowana
w ten sposéb GA4 nadal indukuje synteze a-amylazy [37]. Zmieniong gibereline
wigzano za posrednictwem krotkiego tanicucha weglowodorowego do mikrogranulek
sefarozy, ktére uniemozliwiajg penetracje hormonu do wnetrza komorki. W pro-
toplastach komérek aleuronowych owsa traktowanych takim koniugatem GA4 ob-
serwowano wyrazng indukcje ekspresji genu i synteze a-amylazy. Zew-
natrzkomoérkowsg lokalizacje miejsc percepcji GA potwierdzajg réwniez wyniki do-
Swiadczen polegajacych na mikroiniekcji GA3 do cytozolu protoplastéw komorek
aleuronowych jeczmienia [23]. Giberelina wstrzyknieta do wnetrza protoplastu nie
wywotuje zadnych zmian w syntezie i sekrecji a-amylazy, ktdre pojawiajg sie
dopiero po podaniu hormonu do $rodowiska zewnatrzprotoplastowego. O zewna-
trzkomorkowej lokalizacji biatka receptorowego $wiadczg réwniez wyniki badan,
w ktérych uzywano przeciwciat antyidiotypowych. W tym celu kréliki immuni-
zowano przeciwciatami monoklonalnymi skierowanymi przeciw fragmentowi stru-
ktury GAA4, ktory gra istotng role w indukowaniu odpowiedzi hormonalnej [36].
Otrzymane przeciwciata poliklonalne dziatajg antagonistycznie w stosunku do gi-
berelin rozpoznajac biatko wigzgce fitohormon. Immunoglobuliny jako stosunkowo
duze i obdarzone tadunkiem czgsteczki nie wnikajg do wnetrza komorki, a zatem
miejsce wigzania przeciwciat i GA powinno sie znajdowa¢ na zewnetrznej po-
wierzchni plazmolemy. Zewnatrzkomorkowa lokalizacje receptoréw moga rowniez
potwierdza¢ obserwacje wskazujace na brak korelacji miedzy stopniem hydrofobo-
wosci giberelin i tatwoscig przenikania przez btone a efektami biochemicznymi
w postaci wzmozonej syntezy a-amylazy. GAj, GA4 i 2,2-dimetylo-GA4 roznig
sie zdecydowanie hydrofobowoscig, a mimo to indukujg ekspresje a-amylazy niemal
w takim samym stopniu [7,36]. Btonowg lokalizacje biatka receptorowego potwier-
dzono w probach wigzania znakowanej gibereliny do biatek ekstrahowanych z btony
plazmatycznej komorek warstwy aleuronowej nasion owsa [38,60]. Mimo ze gi-
bereliny sg wigzane przez szereg polipeptyddw, to tylko polipeptydy o masie cza-
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steczkowej 60-68 kDa i 18 kDa wydajg sie wigza¢ hormon specyficznie. Swoistos¢
wigzania wyraza sie miedzy innymi w tym, ze tylko aktywna giberelina konkuruje
0 miejsce wigzania z giberelinami GA4 i GAj wyznakowanymi jodem 115 i za-
wierajagcymi grupe azydowa. Nie stwierdzono tego rodzaju wspotzawodnictwa mie-
dzy nieaktywnymi giberelinami GA8 i GA3# a wyznakowang GA4. Polipeptydy
wigzace GA o podobnej masie czasteczkowej zidentyfikowano rowniez w bionie
plazmatycznej grochu i rzodkiewnika [60].

Juz weczedniej, bo od potowy lat siedemdziesigtych podejmowano proby iden-
tyfikowania biatek wigzacych znakowane gibereliny w tkankach tych czesci roslin,
ktére charakteryzujg sie szybkim wzrostem elongacyjnym. W kilku laboratoriach
prowadzono préby identyfikowania i oczyszczania takich biatek z epikotyla grochu
1 azukii (Azukia angularis) [50,67], hipokotyla sataty [94], ogdrka [104], fasoli
[66] oraz lisci kukurydzy [49]. Wyniki tych badan sg na ogét zgodne pod jednym
wzgledem, a mianowicie tym ze lokalizujg biatka wigzagce GA w cytoplazmie.
Tylko sporadycznie obserwowano wigzanie hormonu przez ziarna aleuronowe oraz
frakcje wzbogacong w materiat scian komdrkowych [94]. Mimo ze w wielu przy-
padkach biatka wigzace GA charakteryzujg sie wysokim powinowactwem i spe-
cyficznoscig tylko w stosunku do aktywnych giberelin, to jednak zaden z
opublikowanych wynikéw nie dowodzi receptorowego charakteru badanych biatek.
Z drugiej jednak strony, wyniki tych poszukiwan kieruja uwage na cytoplazmatyczne
biatka wigzace GA jako ewentualne biatka receptorowe, potwierdzajac tym samym
sugestie niektorych autoréw wskazujgcych napodobienstwo giberelin do zwierzecych
hormondéw sterydowych.

Podsumowujac wyniki dotychczasowych poszukiwan nalezy stwierdzi¢, iz z wy-
jatkiem komoérek warstwy aleuronowej, wiedza na temat biatek receptorowych GA
nadal pozostaje niemal catkowicie w sferze przypuszczen. Co wiecej, wigzanie
nadziei na poznanie biatka receptorowego z ewentualnym wyselekcjonowaniem
odpowiednich mutantéw wydaje sie rowniez nieuzasadnione. Dzisiaj juz wiadomo,
ze gibereliny petnig kluczowa funkcje regulacyjng w rozwoju nasion, a zatem mutacja
w biatku receptorowym moze by¢ letalna juz na etapie rozwoju embrionalnego.

POZNAWANIE SZLAKU TRANSDUKCJI SYGNALU
GIBERELINOWEGO

Brak znaczacych sukcesow w poszukiwaniach receptoréw giberelin Kieruje uwage
badaczy na potencjalne ogniwa taricucha transdukcji sygnatu. W przypadku komérek
aleuronowych, w ktérych biatka uczestniczace w percepcji GA potozone sg na
zewnetrznej powierzchni plazmolemy, szczegdlne zainteresowanie budzi sposéb
przekazywania sygnatu giberelinowego do cytoplazmy. Wyniki uzyskane w ostatnim
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czasie pozwalajg juz z duzym prawdopodobieAstwem wigzaé ten mechanizm z
funkcjonowaniem heterotrimerycznych biatek G. W badaniach poswieconych temu
problemowi uzywano czternastoaminokwasowego syntetycznego peptydu Mas7
(analog mastoparanu), ktory stymuluje wymiane GDP/GTP na podjednostce a biatka
G. Efekt dziatania Mas7 jest podobny do reakcji, ktdra towarzyszy wigzaniu ligandu
(hormonu) przez receptory wspotdziatajace z biatkiem G. W protoplastach komorek
aleuronowych inkubowanych z réznymi stezeniami Mas7 gen a-amylazy ulega
specyficznej ekspresji oraz rosnie sekrecjaenzymu do Srodowiska zewnatrzkomaorko-
wego [47]. Analog GDP (GDP-p-S) hamujacy wymiane GDP/GTP na podjednostce
a catkowicie zapobiega indukowanej przez GA ekspresji genu a-amylazy. Analog
GTP-y-S aktywujagcy podjednostke a wpltywa stymulujgco na ekspresje genu. To-
ksyna krztusca nie hamuje indukowanej przez Mas7 ekspresji genu a-amylazy,
podobnie jak nie jest hamowana indukcja ekspresji genu przez GAj. Wyniki tych
doswiadczen stojg jednak w konflikcie z wynikami uzyskanymi wczes$niej w ba-
daniach nad wpltywem mastoparanu na sekrecje a-amylazy przez komorki warstwy
aleuronowej pszenicy [54]. Rozbieznosci te mozna jednak ttumaczyé stosowaniem
zbyt wysokiego stezenia mastoparanu (10 pM), bowiem podobne stezenie Mas7
réwniez nie stymuluje sekrecji amylazy [47]. W ostatnim czasie sklonowano gen
Dwarf 1 (DJ) u znanego wczesniej mutanta dI ryzu niewrazliwego na gibereliny.
Mutant dI jest kartowaty, ma szerokie i ciemnozielone liscie, zredukowane kwia-
tostany i krotkie okragte nasiona. Okazato sie, ze gen DI koduje podjednostke
a biatka G [2]. Mutacja dI polegajgca na delecji stosunkowo duzego fragmentu
genu (833 par zasad) potozonego miedzy intronem a pierwszym egzonem unie-
mozliwia transkrypcje genu. Wprowadzenie niezmutowanego genu DI do mutanta
dl przywraca u rosliny transgenicznej fenotyp rosliny dzikiej. Fujisawa i wsp.
[20] uzyskali transgeniczny ryz zawierajagcy cDNA podjednostki a w pozycji anty-
sensownej. Rosliny transgeniczne charakteryzujgce sie $ladowymi ilosciami badz
catkowitym brakiem mRNA podjednostki a wykazujg fenotyp zblizony do kar-
towatego mutanta dI. Tak wiec efekt plejotropowosci zwigzany z genem DI, ob-
serwowany w przypadku roslin zmutowanych czy roslin transgenicznych z
wyeliminowang syntezg podjednostki a, wydaje sie jednoznacznie potwierdza¢ role
biatka G w szlaku transdukcji sygnatu giberelinowego zwigzanego zregulacjg wzrostu
i rozwoju rosliny.

Od ponad dziesieciu lat, w centrum zainteresowania wielu badaczy zajmujacych
sie przekaznictwem sygnatu giberelinowego w komérkach aleuronowych znajduja
sie jony wapnia. To szczeg6lne zainteresowanie wzbudzity obserwacje dotyczace
znaczacego wzrostu stezenia Ca“+w cytozolu komorek aleuronowych i protoplastow
traktowanych GA. Zmiana stezenia Ca2+ w cytoplazmie jest reakcjg stosunkowo
szybka, rozpoczynajaca sie juz po kilku minutach od wprowadzenia GA3i osiagajaca
maksimum po kilkudziesieciu minutach. Podobnych zmian nie obserwuje sie w
przypadku nieaktywnej gibereliny GAg, a takze w przypadku mutanta niewrazliwego
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na gibereliny [10,22]. Wzrost stezenia jonéw wapnia, obserwowany gtdwnie w
peryferyjnej warstwie cytoplazmy, jest Scisle zalezny od poziomu Ca“+ w ota-
czajgcym Srodowisku i wydaje sie by¢ nastepstwem otwierania kanatow wapniowych
w plazmolemie i wnikania jonéw z apoplastu. W ostatnim czasie opublikowano
doniesienie, w ktérym autorzy wskazujg takze na mozliwos¢ lokalnego wzrostu
poziomu Ca w cytoplazmie jako rezultatu wyptywu jonéw z wewngtrzkomor-
kowych magazynoéw (siateczka srédplazmatyczna, wakuola) [14]. Otwieranie ka-
natbw wapniowych w tym przypadku jest indukowane przez 1,4,5-trisfosforan
inozytolu, a blokowane przez czerwien rutenowg. Aktualne hipotezy sugeruja, ze
gibereliny stymulujg zarowno otwieranie kanatow i wnikanie Ca2+ do wnetrza ko-
morki, jak tez aktywacje pomp i transport wapnia z cytoplazmy, aczkolwiek wy-
padkowa tych zmian prowadzi do wzrostu stezenia jonéw wapnia w cytoplazmie
[11]. Indukowana przez GA ekspresja gendw Ca2+-ATPaz [14] moze potwierdzaé
powyzszg sugestie, chociaz ogdlnie problem zmian stezeniajonéw wapnia w komdrce
w nastepstwie dziatania GA pozostaje nadal otwarty.

Wzrost poziomu jonow wapnia w cytoplazmie wywotany stresem osmotycznym
czy deficytem tlenowym (hipoksja) nie pocigga zadnych zmian w syntezie a-amylazy
[10]. Podobne obserwacje dotyczace zmian poziomu mRNA a-amylazy pod wpty-
wem GA i Ca prowadza do wniosku, Ze jony wapnia nie wptywajg na ekspresje
genéw a-amylazy. Oczywiscie wzrost stezenia Ca2+ moze wpltywaé na synteze
amylaz bedacych metaloproteinami zawierajgcymi wapn, a takze moze mie¢ wptyw
na sekrecje enzymu [17]. Wyniki uzyskane ostatnio przez Gilroya [24] potwierdzajg
te sugestie, wskazujac na role Ca2+ w egzocytozie jako czynnika warunkujgcego
fuzje pecherzykow sekrecyjnych transportujgcych a-amylaze z komorki.

Udziatl jondw wapnia w przekazywaniu sygnatu giberelinowego potwierdzajg
jednak wyniki badan zwigzanych z kalmoduling. Poziom mRNA kodujgcego kal-
moduling w komérkach warstwy aleuronowej jeczmienia jest kontrolowany przez
GA i ABA. GA3 podawana tacznie z jonami wapnia stymuluje, natomiast ABA
hamuje synteze kalmoduliny [21,86]. Zwigzki dziatajace antagonistycznie w stosunku
do kalmoduliny (W7, W5), dodawane do zawiesiny protoplastéw, hamujg indu-
kowang przez GA sekrecje a-amylazy. Z drugiej jednak strony, mikroiniekcyjne
wprowadzanie kalmoduliny do komdrek aleuronowych jeczmienia, bez i z réznymi
ilosciami jondw wapnia, nie wywotuje typowych odpowiedzi giberelinowych [24].
Zmiany konformacyjne kalmoduliny towarzyszace wigzaniu Ca +prowadzgdo wzro-
stu jej powinowactwa do enzymdw efektorowych. W ten sposdb zmiany stezenia
jonéw wapnia moga wptywaé na aktywnos$¢ enzyméw badz biatek nosnikowych.
W komorkach aleuronowych obserwowano modulujacy wptyw Ca2+/kalmoduliny
na aktywnos¢ kanatéw jonowych w wakuolach magazynujacych biatka [5]. Ponadto
wydaje sie, ze enzymem efektorowym moze by¢ réwniez Ca2+ATPaza zlokali-
zowana w btonach siateczki $rédplazmatycznej [14,35] i tonoplascie komorek aleu-
ronowych owsa [9], a takze nowo poznany transporter jondw z plazmolemy [87].



404 S. KOWALCZYK, A. JAKUBOWSKA

W ostatnich latach zwrocono tez uwage na kinazy biatkowe aktywowane przez
jony wapnia jako potencjalne ogniwa tafcucha transdukcji sygnatu giberelinowego.
Sugestie odnosnie funkcjonowania kinaz biatkowych w przekazywaniu sygnatu GA
opierajg sie na wynikach doswiadczen polegajgcych na wprowadzaniu do proto-
plastow jeczmienia metodg mikroiniekcji syntetycznego peptydu (syntide-2) fo-
sforylowanego przez kinaze biatkowg zalezng od Ca+ i kalmoduliny [77].
Syntetyczny substrat nie wptywa na zmiany stezenia jonéw wapnia w cytoplazmie,
natomiast hamuje inne typowe odpowiedzi giberelinowe, w tym ekspresje genu
a-amylazy i sekrecje enzymu. Obserwowane zmiany autorzy interpretujgjako efekt
wspbtzawodnictwa syntetycznego substratu z niezidentyfikowanym jeszcze natu-
ralnym substratem, ktérego fosforylacja wigze sie z przekazywaniem sygnatu do
jadra. Syntetyczny substratjest fosforylowany in vitro przez kinaze biatkowg zalezng
od jonow wapnia zawartg w ekstrakcie komaérek aleuronowych. Kalmodulina nie
ma wptywu na fosforylacje, natomiast hamuje ja zwigzek W7 dziatajacy antagoni-
stycznie w stosunku do kalmoduliny. Ostatecznie udato sie zidentyfikowaé enzym
majacy przypuszczalnie domene kalmodulinopodobng, ktéry moze byé odpowie-
dzialny za fosforylowanie syntetycznego substratu. Kilka lat wczesniej w nasionach
ryzu zidentyfikowano kinaze biatkowg zalezng od jondw wapnia, ktérej synteza
jest silnie aktywowana przez GA [1]. Rowniez aktywnos¢ tej kinazy nie zmienia
sie pod wptywem kalmoduliny, natomiast jest hamowana przez zwigzki dziatajace
antagonistycznie w stosunku do kalmoduliny. Udziat kinaz biatkowych w prze-
kazywaniu sygnatu GA moga réwniez potwierdzaé¢ wyniki doswiadczen, w ktérych
analizowano ekspresje genu Amy3 w komorkach ryzu hodowanych in vitro tra-
ktowanych kwasem okadejowym (inhibitor fosfataz biatkowych klasy PP1 i PP2A)
[61]. Autorzy stwierdzili, ze kwas okadejowy (OA) w stezeniu 0,5 p.M indukuje
ekspresje genu Amy3 bez udziatu GA. Wyniki tych dosSwiadczen sgjednak sprzeczne
z obserwacjami uzyskanymi w badaniach dotyczacych wpltywu OA i innych in-
hibitoréw fosfataz biatkowych na pojawianie sie typowych reakcji indukowanych
przez GA. Okazalo sie, ze kwas okadejowy catkowicie zapobiega wzrostowi stezenia
jonéw wapnia w cytoplazmie komérek aleuronowych owsa, akumulacji mMRNA
a-amylazy oraz syntezie enzymu [54]. Podobne efekty obserwowano réwniez w
przypadku innych inhibitoréw fosfataz biatkowych w badaniach prowadzonych na
nasionach ryzu [13]. Obserwowana wczesniej indukcja ekspresji genu Amy3 przez
OA moze wynika¢ z réznic miedzy komoérkami aleuronowymi a komoérkami po-
chodzacymi przypuszczalnie z organdw wegetatywnych (autorzy nie podajg) [61],
w ktérych gibereliny nie indukujg syntezy amylazy. Zaktadajac, ze fosfatazy biatkowe
hamowane przez kwas okadejowy hydrolizuja wigzanie fosfoserynowe i fosfotreo-
ninowe, nalezatoby przyja¢, ze aktywacja serynowo/treoninowej kinazy biatkowej
funkcjonujgcej w szlaku przekazywania sygnatu powinna prowadzi¢ do represji
gendw a-amylazy. Derepresja (aktywacja) gendw wigzata by sie zatem z defo-
sforylacjg ktérego$ z elementéw szlaku przekazywania sygnatu.



GIBERELINY - PERCEPCJA | TRANSDUKCJA SYGNALU 405

W konteks$cie prowadzonych obecnie poszukiwan warto réwniez odnotowaé wy-
niki wskazujgce na zwigzek przekazywania sygnatu giberelinowego ze zmianami
pH wewnatrz komorki bagdz zmianami poziomu cyklicznych nukleotydow. W prze-
prowadzonych doswiadczeniach zaobserwowano, iz w protoplastach traktowanych
GA S$rodowisko wewnatrzkomoérkowe i wnetrze wakuoli ulega wyraznemu zakwa-
szeniu [34,97]. GA powoduje takze okoto trzykrotny wzrost poziomu cGMP w
komoérkach aleuronowych jeczmienia i protoplastach uzyskiwanych z tych komérek.
Inhibitor cyklazy guanylanowej (LY 83583) zapobiega zmianom stezenia cGMP
oraz hamuje indukowanag przez GA synteze i sekrecje a-amylazy. Dibutyrylo-cGMP
(penetrujacy btone analog cGMP) przywraca sekrecje amylazy w warunkach gdy
jest hamowana aktywno$é cyklazy guanylanowej, chociaz samodzielnie (bez gi-
bereliny) nie indukuje syntezy a-amylazy [75].

SEKWENCJE PROMOTOROWE | BIALKA REGULUJACE
EKSPRESJE GENOW INDUKOWANYCH
PRZEZ GIBERELINY

Komorki aleuronowe ziarniakéw zboz staty sie rowniez dogodnym uktadem mo-
delowym w badaniach, ktdre za pomocg technik genetyki molekularnej starajg sie
wyjasni¢ pierwotny mechanizm regulacji ekspresji genéw indukowanych przez GA.
Mozliwo$ciom podejmowania tego rodzaju badan sprzyja stosunkowo dobra zna-
jomos¢ enzymow, ktorych synteza i sekrecja do bielma indukowana jest przez
hormon. W ten sposéb w centrum uwagi znalazta sie badana od wielu lat a-amylaza,
w przypadku ktorej indukcja syntezy de novo przez GA byla wielokrotnie po-
twierdzana [4,12,44,106]. Postepy w klonowaniu genéw a-amylazy umozliwity po-
dziat tej licznej i mocno zroznicowanej rodziny gendéw na dwie klasy. Klasa A
obejmuje podrodziny genéw Amyl i Amy2, natomiast klasa B podrodzine Amy3.
Podstawg tej klasyfikacji jest struktura genéw oraz stopien homologii sekwencji
aminokwasowej ich produktéw [40]. W komérkach aleuronowych jeczmienia i psze-
nicy ekspresji ulegaja geny podrodzin a-Amyl i a-Amy2 kodujace biatka o wysokim
(a-Amyl) i niskim (a-Amy2) punkcie izoelektrycznym. Produkty gendéw nalezgcych
do podrodziny a -Amy3 sgobecne w komarkach aleuronowych ryzu i w rozwijajacych
sie ziarniakach pszenicy. Zmiany w indukowanej przez GA ekspresji genow a-
amylazy sg tatwe w analizie, bowiem poziom mRNA enzymu w komérkach je-
czmienia i owsa traktowanych hormonem rosnie prawie 50-krotnie [12,44]. Ekspresja
a-Amy nie jest natychmiastowa i rosnie dopiero po kilku godzinach. Pojawianie
sie mMRNA kodujagcego enzym hamowane jest przez cykloheksimid i aminoety-
lo-L-cysteine (analog aminokwasu), co sugeruje, ze indukcja transkrypcji genéw
a-amylazy zalezy od syntezy pewnych biatek. Sugestie powyzsza potwierdza réwniez
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brak hamowania transkrypcji w warunkach, gdy cykloheksimid jest wprowadzany
po 2-\ godzinach od podania gibereliny.

Analiza sekwencji promotorowych genéw indukowanych przez GA w komérkach
jeczmienia [25,59,91], pszenicy [41,83,100] i ryzu [43,98] wykazata obecnos¢ trzech
specyficznych motywow tworzacych kompleks odpowiedzi giberelinowej GARC
(GA-responsive complex) [25] (rys. 1). Fragment GARC obejmujacy kasete piry-
midynowa (CTTTTG), kasete TAACAAA i kasete TATCCA jest wystarczajacy
do hormonalnej regulacji transkrypcji genéw a -Amyl wyrazajacej sie silng indukcja
ekspresji przez GA i represjg przez ABA [43]. Fragment obejmujgcy 21 zasad,
w obrebie ktdrego potozona jest sekwencja TAACAAA okreslany jest jako GARE
{GA-responsive element) [91] (rys. 1). W przypadku gendéw a-Amy2, kodujacych
a-amylaze o niskich wartosciach pi, pojedyncza kopia GARE warunkuje transkrypcje
genow tylko w obecnos$ci innego krétkiego fragmentu nazywanego 02S {opaque-2
similar) (rys. 1) [55,80]. Kaseta 02S jest jednym z dwoch lub kilku fragmentow
tworzacych tzw. elementy sprzegajagce CE (coupling element), ktére graja istotng
role w modyfikowaniu ekspresji gendw indukowanych przez GA [59,80].

RYSUNEK 1. Sekwencje regulatorowe w promotorach genéw Amyl/18\ Amy2/54 kodujacych a-amylaze
w komorkach aleuronowych pszenicy: a - kompleks odpowiedzi giberelinowej (GARC) genu Amyl1/18
obejmuje trzy charakterystyczne motywy z kasetami: pirymidynowa, kaseta GARE (element odpowiedzi
giberelinowej) i kaseta TATCCA; b - kompleks odpowiedzi giberelinowej genu Amy2/54 zawiera
podobne motywy z trzema charakterystycznymi kasetami oraz dodatkowy motyw 02S petnigcy funkcje
elementu sprzegajgcego; na schematach zaznaczono réwniez potozenie kasety TATAAAT wigzacej TBP
(na podstawie danych [25,41,55,59,80,100])



GIBERELINY - PERCEPCJA | TRANSDUKCJA SYGNALU 407

Poznanie sekwencji promotorowych genow a-amylazy utatwito poszukiwanie
biatek regulatorowych wigzacych sie z kompleksem odpowiedzi giberelinowej
(GARC). Juz w pierwszych doswiadczeniach udato sie wyizolowaé z ekstraktu
jadrowego komorek aleuronowych dwa niezidentyfikowane biatka wigzace sie spe-
cyficznie z fragmentami zawierajgcymi sekwencje odpowiadajgce kasetom GARE
i TATCCAT [95]. W poézniejszych badaniach zwrocono jednak uwage na podo-
bieAstwo sekwencji GARE z sekwencjg wigzaca czynniki transkrypcyjne z rodziny
Myb. U A. thaliana poznano dotychczas okoto stu sekwencji genéw MYB, ktérych
produkty peinig funkcje regulacyjne w transkrypcji duzej grupy genéw waznych
z punktu widzenia proceséw wzrostowych. Niektére roslinne biatka Myb uczestnicza
w kontrolowaniu wtérnego metabolizmu, inne w procesach morfogenezy komorki,
a jeszcze inne w reakcjach obronnych indukowanych przez czynniki patogenne
i stres [62,64].

Majac na uwadze wspomniane juz wyzej podobienistwo sekwencji GARE z se-
kwencja wigzgca czynniki transkrypcyjne z rodziny Myb podjeto préby sklonowania

RYSUNEK 2. Biatka regulujace transkrypcje genéw a-amylazy: a- schematbiatka//vGAMyb z komorek
aleuronowych jeczmienia z zaznaczonym potozeniem charakterystycznych fragmentéw R2 i R3 tworza-
cych domene wigzacg DNA, na schemacie pokazano takze potozenie domeny aktywujacej transkrypcje;
b- schemat biatka HRT z komdrek aleuronowych jeczmienia z zaznaczonymi trzema motywami palcow
cynkowych oraz dwoma motywami zawierajgcymi sekwencje lokalizacji jadrowej (NLS); ¢ - schemat
biatka ABF1 z nasion owsa z zaznaczonym potozeniem dwoch motywéw palcéw cynkowych i dwoch
motywow zawierajacych aminokwasy kwasne; d - schemat biatka ABF2 z nasion owsa zawiera pojedyn-
czy motyw palcéw cynkowych oraz motyw zamka leucynowego (na podstawie danych [26,76,84,102])
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gendw kodujacych podobne biatka w komérkach aleuronowych. Do przeszukiwania
biblioteki cDNA z komoérek aleuronowych jeczmienia uzywano konserwowanego
fragmentu genu CI myb kukurydzy [26]. Zidentyfikowany i sklonowany gen HVGA-
Myb koduje biatko o masie czasteczkowej 60 kDa zawierajgce wszystkie chara-
kterystyczne elementy czynnikdw aktywujacych transkrypcje z rodziny Myb.
Wspélna cecha wszystkich biatek Myb jest obecno$¢ charakterystycznej domeny
wigzacej DNA (DBD) wykazujacej specyficznos¢ wzgledem okreslonej sekwencji
zasad. W roslinnych biatkach Myb domene wigzaca DNA tworzg dwa fragmenty
(R2 i R3), z ktérych kazdy utworzony jest z okoto 50 reszt aminokwasowych
(rys. 2a). W obrebie kazdego fragmentu zawarte sa 3 motywy tworzace helisy,
z ktorych po dwie z kazdego fragmentu uczestnicza w rozpoznawaniu sekwencji
nukleotydowej DNA [62]. Produkt genu HVGAMyb wigze sie do kasety GARE,
a w warunkach jego nadekspresji aktywuje promotor genu a-Amyl bez udziatu
GA [26]. Mutacja w obrebie kasety GARE utrudnia badZ w og6le uniemozliwia
wigzanie GAMyb. Indukowanej przez GA ekspresji genu HYGAMyb nie hamuje
cykloheksimid, co sugeruje, ze sygnat giberelinowy indukuje ekspresje genu HVGA-
Myb przez jego derepresje. Sugestia ta wydaje sie interesujgca zwazywszy na
wyniki ostatnich badan prowadzonych na mutantach A. thaliana niewrazliwych
na GA.

Oprdcz genu HYGAMyb, w komdrkach warstwy aleuronowej ryzu sklonowano
gen OsGAMyb kodujacy biatko o podobnej masie czasteczkowej i 88% identycznosci
sekwencji aminokwasowej [27].

Fragmenty promotorow genu Amyl/6-4 zawierajgce motywy GARE i GARC
postuzyty do zidentyfikowania w komérkach aleuronowych jeczmienia genu HRT
(Hordeum repressor of transcription) kodujgcego biatko represorowe [76]. Biatko
HRT zbudowane z 548 reszt aminokwasowych zawiera trzy nieco zmienione motywy
palcow cynkowych oraz charakterystyczng sekwencje lokalizacji jadrowej (rys. 2b).
HRT wigze sie selektywnie z sekwencja GARE i GARC wplywajac hamujgco
na ekspresje genéw Amyl i Amy2 indukowanych przez GA. Produkt skréconego
technikami biologii molekularnej genu HRT, zawierajacy tylko motywy DBD i
NLS, dziata jako aktywator badZz derepresor transkrypcji Amyl konkurujac przy-
puszczalnie z endogennym represorem. Gen HRT ulega ograniczonej ekspresji we
wszystkich tkankach wegetatywnych, w przeciwienstwie do genéw GAMyb i Amyl,
ktorych mRNA niejest wykrywane w tych tkankach. Obserwacje powyzsze prowadzg
do wniosku, ze HRT moze by¢ represorem dla wiekszej liczby genow, ktérych
sekwencje promotorowe zawierajg motyw zblizony do GARE.

Przed kilku laty sklonowano geny ABF1 i ABF2 kodujace biatka, ktére zawieraja
pojedynczy lub podwojny motyw palcéw cynkowych, i tworzgce nowg rodzing
biatek wigzgcych DNA (rys. 2c i 2d) [84]. Biatka ABF1 i ABF2 komodrek aleu-
ronowych owsa wigzg sie do motywu 02S (sekwencja sprzegajaca) obecnego w
promotorze genéw Amy2. ABF1 i ABF2 naleza do rodziny biatek WRKY poznanych
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RYSUNEKS3. Proponowany mechanizm aktywacji genu a-Amy?2 indukowanej przez gibereline. Sygnat
giberelinowy prowadzi do derepresji genéw kodujgcych czynniki transkrypcyjne GAMyb, ABF1 i ABF2
oraz niezidentyfikowane biatko A; biatka aktywujace transkrypcje wigzg sie z kasetami GARE, 02S i
kaseta TATCCA; GAMyb konkuruje z biatkiem represorowym HRT o sekwencje potozong w obrebie
motywu zawierajacego kasete GARE; na schemacie zaznaczono potozenie kasety TATA oraz sekwencje
CATCA w motywie inicjujagcym transkrypcje (na podstawie danych [26,76,84,102])

wczesniej w badaniach zwigzanych z regulacja ekspresji genéw indukowanych przez
czynniki patogenne.

Ostatnie badania potwierdzajg funkcjonowanie co najmniej trzech réznych biatek
regulujacych ekspresje genéw a-Amy2 owsa [102]. Niezidentyfikowane jeszcze
biatko (biatko A narys. 3) wigze sie z motywem zawierajacym sekwencje TATCCA,
GAMyb z kasetg GARE, a homo- lub heterodimer biatek ABF z sekwencja motywu
02S (rys. 3). Uwzgledniajac dotychczasowe wyniki mozna zatozy¢, ze sygnat gibe-
relinowy powoduje derepresje genéw kodujgcych biatka aktywujgce transkrypcje
(GAMyb, ABF, A), ktore wypierajac biatko represorowe HRT z GARE aktywujg
transkrypcje gendéw a-amylazy.

MUTANTY GIBERELINOWE RZODKIEWNIKA
W BADANIACH TRANSDUKCJI SYGNALU

Préby wyselekcjonowania mutantéw giberelinowych, ktére miatyby zmienione
biatko receptorowe badz ktory$ z elementéw szlaku transdukcji sygnatu sg w wie-
kszosci przypadkéw skazane na niepowodzenie. Przyczyna tych niepowodzen lezy
gtownie w sposobie identyfikowania mutantéw, ktory jest zwykle oparty na analizie
tatwo zauwazalnych zmian morfologicznych, a wiec zmian regulowanych przez
zesp6t roznorodnych sygnatéw. Mimo tych ograniczen, niektére z wyselekcjonowa-
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nych mutantéw A. thaliana okazaty sie przydatne w poznawaniu elementéw tancucha
przekazywania sygnatu GA. Mutanty giberelinowe mozna og6lnie podzieli¢ na trzy
grupy. Pierwszg grupe tworzg mutanty ,kartowate” fenotypowo przypominajace
mutanty z defektami w biosyntezie GA, chociaz w odréznieniu od tych ostatnich
mutanty ,kartowate” traktowane gibereling nie osiggajg nigdy rozmiaréw rosliny
dzikiej. Do drugiej grupy nalezg mutanty okreslane jako ,,wysmukite”, ktére mimo
ze nie zawierajg podwyzszonego poziomu aktywnych giberelin, to fenotypowo sa
podobne do rodlin dzikich traktowanych gibereling. Mutanty z trzeciej grupy cha-
rakteryzujg sie zmienionym wzrostem i zmienionymi odpowiedziami na gibereline
podawang zewnetrznie, aczkolwiek fenotypowo odbiegajg od roslin wykazujgcych
obnizony lub podwyzszony poziom GA. Mimo ze ta grupa mutantdw jest najli-
czniejsza, to ich przydatno$¢ w badaniach szlaku transdukcji sygnatu jest niewielka.
Szczego6towy przeglad mutantow giberelinowych zainteresowany Czytelnik znajdzie
w pracach przegladowych [82,96].

Sposrdd wyselekcjonowanych dotychczas mutantéw odpowiedzi giberelinowych,
cztery mutanty A. thaliana zostaly scharakteryzowane na poziomie molekularnym.
Sa to mutanty: gai (gibberellin insensitive), rga (repressor of gal-3) okreslany
réwniez jako grs (gai related sequence), spy (spindly) i sly (sleepy).

Mutant gai wyselekcjonowany w potowie lat osiemdziesigtych charakteryzuje
sie kartowatoscig i zredukowang dominacjg wierzchotkowg, a ponadto ma ciemno-
zielone liscie i znacznie gorzej kietkujgce nasiona. Podobne anomalie wystepuja
réwniez u mutantow z defektem w biosyntezie GA, aczkolwiek zmiany te sg zwykle
korygowane przez zewnetrznie podawang gibereline [51]. W 1997 r. sklonowano
zmutowany gen gai i ustalono rodzaj i miejsce mutacji [71]. Okazalo sie, ze GAI
koduje biatko zbudowane z 532 reszt aminokwasowych, a zmutowany gen z delecja
51 par zasad koduje biatko skrocone w czesci N-koncowej o fragment utworzony
z 17 reszt aminokwasowych (rys. 4a). Skréceniu polipeptydu o fragment DELLA
(nazwa pochodzi od pierwszych pieciu aminokwaséw tego fragmentu) towarzysza
charakterystyczne zmiany fenotypowe wskazujace na brak wrazliwosci mutanta
na GA. Sekwencja aminokwasowa GAIl wjego czesci C-koncowej jest homologiczna
z produktami genéw SCR (SCARECROW) A. thaliana i Ls (Lateral suppressor)
pomidora tworzacych nowa rodzine czynnikéw transkrypcyjnych [18,85]. Szcze-
gblnie wyrazna homologia wystepuje w domenie VHIID, ktorej funkcja jak na
razie nie zostatajeszcze poznana. Biatko GAI zawiera ponadto dwa charakterystyczne
motywy LHKLL i VHALL nawiazujgce do motywu LXXLL wystepujacego po-
jedynczo lub w powtodrzeniach w zwierzecych koaktywatorach transkrypcji. Ostatnie
badania jednoznacznie potwierdzajg udziat motywu LXXLL w tworzeniu fun-
kcjonalnych komplekséw miedzy biatkowymi koaktywatorami transkrypcji a ja-
drowymi biatkami receptorowymi wigzacymi réznego typu ligandy, w tym réwniez
hormony sterydowe [33]. GAI zawiera ponadto dwie sekwencje lokalizacji jadrowej
(NLYS), kilka motywow leucynowych, a w czesci C-koricowej fragment nawigzujacy
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RYSUNEK 4. Schemat budowy bialek represorowych GAIl i GRS/RGA: a- schemat pokazuje potozenie
w biatku GAI dwoch motywéw zawierajacych sekwencje lokalizacji jadrowej (NLS) oraz dwdch
motywoéw z sekwencjg zamka leucynowego; na schemacie zaznaczono réwniez potozenie charaktery-
stycznej sekwencji VHIID, dwoéch sekwencji (LHKLL i VHALL) nawigzujacych do motywow chara-
kterystycznych dlazwierzecych koaktywatoréw transkrypcji, fragmentu homologicznego z domeng SH2
oraz fragmentu DELLA; b - charakterystyczne dla biatka GAl motywy sekwencji aminokwasowej
wystepuja rowniez w biatku GRS/RGA; na schemacie zaznaczono ponadto charakterystyczny fragment
bogaty w seryne oraz miejsca mutacji potozone w czeéci C-koncowej biatka (na podstawie danych
[71,88])

do motywu SH2. Motyw SH2 (Src homology) poznany po raz pierwszy w cyto-
plazmatycznej kinazie tyrozynowej Src utworzony jest zwykle z okoto 100 reszt
aminokwasowych. Wystepuje on miedzy innymi w cytoplazmatycznych biatkach
STAT (signal transducer and activator oftranscription), ktére po ufosforylowaniu
reszty tyrozynowej ulegajg dimeryzacji i przemieszczajg sie do jadra. Za posred-
nictwem motywu SH2 polipeptyd wigze sie w sposéb sekwencyjnie swoisty do
fosfotyrozyny potozonej w innym polipeptydzie [15]. Biatko GAI jest przypusz-
czalnie jedynym poznanym dotychczas biatkiem roslinnym zawierajgcym motyw
SH2 i dlatego funkcja tego motywu jest jak na razie trudna do przewidzenia.
W wyniku mutagenezy promieniami y mutantéw gai uzyskano kilka podwdjnych
mutantéw supresorowych (gai-dl, gai-d2, gai-d5, gai-d7) fenotypowo przypomi-
najacych rosliny dzikie [72]. Okazato sie, ze podwojne mutanty obok istniejgcej
mutacji gai (brak 51 par zasad) zawierajg dodatkowa mutacje substytucyjng lub
delecyjna w innym regionie polipeptydu (zwykle w czesci C-koricowej) prowadzaca
w wiekszosci przypadkéw do skrocenia polipeptydu. Zanik fenotypu charaktery-
stycznego dla gai i powrét do fenotypu przypominajacego ro$line dzika wiaze
sie z utrata funkcji podwojnie zmutowanego produktu. Na szczegélng uwage za-
stuguje podwojna mutacja gai-t6, ktéra prowadzi do braku syntezy jakiegokolwiek
produktu, a w efekcie do zaniku kartowato$ci. Wyniki powyzsze dowodzg, ze GAI
funkcjonuje jako represor sygnalizacji giberelinowej (rys. 5). Mutacja w czesci
N-koncowej polipeptydu (delecja fragmentu DELLA) prowadzi do defektu w ,,0d-
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RYSUNEK 5. Proponowany model funkcjonowania biatka represorowego GAl. Fragment DELLA biatka
GAI funkcjonuje w odbiorze sygnatu giberelinowego; w innym miejscu (przypuszczalnie w czesci
C-koncowej peptydu) potozonajest domena represorowa. W warunkach gdy zahamowana jest biosynteza
GA, biatko GAI domeng represorowag hamuje (bezposrednio lub posrednio) ekspresje genu GAMyb, a
takze gendw waznych dla proceséw wzrostu i rozwoju rosliny. Odbidr sygnatu giberelinowego zmienia
konformacje biatka GAI w ten sposéb, ze cze$¢ represorowa traci zdolno$¢ blokowania transkrypcji
umozliwiajgc ekspresje gendw regulowanych przez GA. W przypadku zmutowanego biatka gai zmienio-
na zostata cze$¢ odbierajaca sygnat i dlatego czes$¢ represorowa blokuje ekspresje genéw niezaleznie od
obecnosci lub braku GA. Podwdjnie zmutowane biatko gai-dl ma zmieniong zaréwno czes$¢ odbierajaca,
jak tez czes$¢ represorowg, co w efekcie prowadzi do konstytutywnej ekspresji gendw regulowanych przez
to biatko (na podstawie danych [30,71,72, 74,103])

biorze” sygnatu giberelinowego lub braku wigzania samej GA. Mutant gai jest
kartowaty i przypomina mutanty z defektem w biosyntezie GA, a zatem biatko
GAI funkcjonuje jako represor szlaku regulujacego ekspresje gendw zwigzanych
ze wzrostem elongacyjnym. Derepresja szlaku zwigzana z ,,odbiorem” sygnatu gibe-
relinowego jest przypuszczalnie nastepstwem zmian konformacyjnych w czesci re-
presorowej GAIl. Brak represji w przypadku podwdjnych mutantow gai-d wigze
sie z mutacjg w czesci represorowej biatka (rys. 5). Poniewaz biatko GAI nie
ma typowej domeny bZIP wigzacej DNA (brak regionu bogatego w aminokwasy
zasadowe), jego funkcja represorowa moze sie wigza¢ z mozliwosScig tworzenia
funkcjonalnych komplekséw z biatkami wigzacymi sie z DNA.

Mutantami fenotypowo podobnymi do gai sg mutanty d8 kukurydzy i rht3
pszenicy [39]. W badaniach prowadzonych na niskopiennych odmianach pszenicy
Rht-Bl i RhtDI (reduced height) i kukurydzy d8 wykazano, ze kartowato$¢ tych
odmian jest zwigzana z mutacjg w genie homologicznym z GAI A. thaliana (62%
identyczno$é sekwencji aminokwasowej).Wszystkie wymienione mutacje dotycza
regionu konserwowanego w N-koricowej czesci biatka [73]. Tak wiec po wielu
latach okazato sie, ze odmiany niskopiennych zb6z wprowadzone do uprawy w
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latach szes$¢dziesigtych i siedemdziesigtych w okresie tzw. ,,zielonej rewolucji” sg
mutantami giberelinowymi podobnymi do mutacji gai rzodkiewnika.

Przed Kilku laty wyselekcjonowano innego mutanta giberelinowego A. thaliana
nazwanego rga {repressor ofgal-3). W poszukiwaniach nowej mutacji wykorzystano
poznanego wczeshiej mutanta gal-3 charakteryzujgcego sie defektem w biosyntezie
GA. W identyfikowaniu podwdjnego mutanta brano pod uwage takie zmiany fe-
notypowe, ktére upodobniaty nowego mutanta do rosliny dzikiej (mutant supre-
sorowy) [89]. Sklonowany gen RGA okazat sie poznanym juz wczesniej genem
GRS {gai related sequence) (rys. 4b) [71,88]. Gen GRS/RGA koduje biatko zbu-
dowane z 587 reszt aminokwasowych (64 kDa) identyczne w 83% z biatkiem
GAIl. Biatko GRS/RGA rozni sie od GAIl w czesci N-koricowej, chociaz chara-
kterystyczny dla GAI fragment DELLA jest rdwniez obecny w GRS/RGA. Biatko
GRS/RGA w czesci N-koncowej ma fragment homopoliserynowy nie wystepujacy
w GAIl. Obydwa biatka zawierajg krotsze konserwowane fragmenty poliserynowe
lub politreoninowe potozone w innych miejscach. Miejsca mutacji w biatku RGA
znajdujg sie w czesci C-koncowej (rys. 4b). Obecnie przypuszcza sie, ze biatko
GRS/RGA, podobnie jak GAlI, jest represorem blokujgcym transkrypcje genow
zwigzanych z regulowanymi przez GA reakcjami wzrostu i rozwoju. Z odmienng
sugestig wystapit ostatnio Truong [101] proponujac, ze biatka GRS/RGA oraz GAI
moga by¢ aktywatorami transkrypcji regulujacymi ekspresje genu (genéw) kodu-
jacego biatko represorowe.

Mutantem A. thaliana z grupy ,,wysmuktych” {slender) jest mutant spy {spindly)
wyselekcjonowany na podstawie braku wrazliwosci na paklobutrazol. Paklobutrazol
jest inhibitorem syntezy giberelin hamujagcym aktywno$¢ monooksygenazy kata-
lizujgcej przemiane enf-kaurenu do kwasu enr-kaurenowego. Nasiona traktowane
czynnikiem mutagennym selekcjonowano na podstawie braku hamowania, a wiec
normalnego kietkowania nasion na podtozu zawierajagcym paklobutrazol. Rosliny
reagujgce odmiennie na inhibitor selekcjonowano nastepnie pod katem opornosci
skietkowanych siewek na kartowacenie wywotywane roztworem paklobutrazolu po-
dawanym do lisci. W ten sposob zidentyfikowano kilka linii mutantéw spy, ktore
pod wzgledem wielkosci i cech morfologicznych przypominajg rosliny dzikie mimo
zahamowanej syntezy GA [46]. Sklonowany gen SPY koduje biatko zbudowane
z 914 reszt aminokwasowych majace 10 charakterystycznych powtorzen TPR {tetra-
tricopeptide repeat) [45] (rys. 6a). Podobng budowe aminokwasowg ma rowniez
produkt genu HvSPY sklonowanego ostatnio z jeczmienia [79]. Charakterystyczna
cechg obu biatek jest obecno$¢ wspomnianej juz domeny TPR. Pojedynczy fragment
TPR zawierajagcy zwykle 34 reszty aminokwasowe tworzy pare a-helis biegngcych
przeciwréwnolegle. Szereg doniesien potwierdza funkcjonowanie TPR w interakcji
biatko-biatko i to zaréwno w przypadku pary biatek zawierajgcych TPR, jak tez
w oddziatywaniach z biatkami, ktére nie majg TPR [8,16]. Mutanty spyl i spy2
koduja biatko skrocone 0 23 aminokwasowy fragment potozony czesciowo w 6smym,
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RYSUNEK 6. Schemat budowy biatek represorowych SPY i SHI: a- biatko SPY jest przypuszczalnie
transferaza katalizujaca przeniesienie reszty A-acetyloglukozoaminowej z UDP-N-acetyloglukozoaminy
nareszte seryny lub treoniny w biatku substratowym (ulegajacym glikozylacji); potencjalnymi substratami
mogacymi ulega¢ modyfikacji w drodze glikozylacji i deglikozylacji sa biatka GAIl i GRS/RGA; biatko
SPY maw czesci N-koncowej dziesieciokrotnie powtérzony charakterystyczny fragment okreslany jako
TPR; b- w czesci $rodkowej biatka SHI potozony jest fragment zawierajagcy motyw palcéw cynkowych
oraz fragment, w obrebie ktdrego potozonajest sekwencja lokalizacji jadrowej (NLS), biatko SHI zawiera
tez dwa fragmenty bogate w glutamine i jeden fragment bogaty w reszty kwasu glutaminowego (na
podstawie danych [19,45,79])

a czesciowo w dziewigtym powtérzeniu TPR. Zmiany zwigzane z delecja fragmentu
potozonego w tym miejscu podkreslajg znaczenie TPR w funkcjonowaniu biatka.
W ostatnim czasie stwierdzono, ze biatko SPY jest homologiczne z podjednostka
p 110 transferazy katalizujacej przeniesienie reszty /V-acetyloglukozoaminowej z
UDP-/V-acetyloglukozoaminy na reszte seryny lub treoniny w biatku substratowym.
Enzym OGT (O-GIcNAc transferase) z cytoplazmy watroby szczura jest przypu-
szczalnie heterotrimerem zbudowanym z dwéch podjednostek katalitycznych (110
kDa) ijednej nieco mniejszej podjednostki [53]. Biatko SPY rdzni sie od zwierzecej
transferazy brakiem sekwencji lokalizacji jgdrowe;j.

Potranslacyjna modyfikacja biatek polegajgca na utworzeniu wigzania O-glikozy-
dowego z Wacetyloglukozoaming jest wiec jeszcze jednym ze sposobow swoistego
wyznakowania biatek. W tym miejscu warto zwr6ci¢ uwage na fakt, ze glikozy-
lowaniu ulegajg reszty seryny badz treoniny, a wiec reszty tych samych amino-
kwaséw, ktore sg fosforylowane przez kinazy biatkowe. Wydaje sie wiec, ze to
samo biatko moze by¢ fosforylowane badZz glikozylowane, co w efekcie bedzie
sie wigza¢ z pewnymi zmianami jego wiasciwosci. Wyniki dotychczasowych prac
sugeruja, ze tego rodzaju glikozylacja biatek gra wazna role w tworzeniu i rozpadzie
aktywnych komplekséw biatkowych funkcjonujacych w transkrypcji, transporcie
jadrowym i organizacji cytoszkieletu [28].
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W przewidywaniach dotyczacych roli biatka SPY w transdukcji sygnatu gibe-
relinowego wazne sg obserwacje zmian fenotypowych u podwojnych mutantow
gai garl i gai spy, u ktérych fenotyp gai ulega supresji [74,103]. Gen gar2 nie
zostat jeszcze sklonowany i dlatego witasciwa interpretacja wynikéw jest jeszcze
praktycznie niemozliwa. W przypadku mutanta gai spy mozna zaktadaé, ze mutacja
w OGT (biatko SPY) i zwigzana z tym utrata aktywnosci transferazowej oraz brak
glikozylacji biatka gai prowadzi do utraty jego wiasciwosci represyjnych. Biatko
SPY bedac enzymem glikozylujgcym GAI, aby¢ moze takze GRS/RGA, modyfikuje
badz reguluje ich wasciwosci represorowe. Dzisiaj jeszcze nie wiadomo, czy in-
dukowana przez gibereline derepresja szlaku wigze sie z hydrolitycznym usunigciem
z GAI reszty A-acetyloglukozoaminowej, czy moze ze zmianami konformacyjnymi
GAI uniemozliwiajacymi jego glikozylacje.

W ostatnim czasie sklonowano gen SHI (short internodes) u kartowatego mutanta
A. thaliana [19]. Mutant shi fenotypowo podobny jest do mutantéw z defektem
w biosyntezie GA, chociaz egzogennie podawana GA nie przywraca cech rosliny
dzikiej. Analiza sekwencji aminokwasowej biatka SHI, zbudowanego z 331 reszt
aminokwasowych, wskazuje na obecno$¢ motywu mogacego tworzy¢ palce cynkowe
(rys. 6b). Biatko SHI zawiera ponadto fragment bogaty w glutamine oraz fragment
utworzony przez aminokwasy kwasne, a wiec motywy charakterystyczne dla biatek
funkcjonujacychjako regulatory transkrypcji. Funkcje regulacyjng SHI moze réwniez
potwierdza¢ obecnos¢ dwdch motywdw stanowiacych sygnaty lokalizacji jadrowej
(NLS). Analiza sekwencji nukleotydowej zmutowanego genu shi wykazata brak
jakichkolwiek zmian w sekwencji kodujacej. Miejsce mutacji potozone jest w czesci
promotorowej, co w konsekwencji prowadzi do znacznej nadekspresji genu SHI.
O ile fenotyp mutanta shi jest nastepstwem nadekspresji niezmienionego genu SHI,
to mozna przypuszczaé, ze biatko SHI funkcjonuje réwniez jako represor trans-
krypcji.

Oprécz mutantow odpowiedzi giberelinowych, ktérych zmutowane geny zostaty
zidentyfikowane i sklonowane, sg znane dwa inne mutanty A. thaliana, ktére nie
zostaty jeszcze poznane na poziomie molekularnym. Mutant odpowiedzi gibere-
linowej slyl (sleepyl) zostat przypadkowo zidentyfikowany w badaniach mutanta
abil-1 (abscisic acid insensitive) [93]. Homozygotyczny mutant abil-1 byt po-
wtdrnie mutagenizowany w celu wyselekcjonowania mutanta supresorowego. Oka-
zato sie, ze niektére mutanty supresorowe przypominajg osobniki z defektem w
biosyntezie GA wykazujgc typowe cechy kartowatosci, ktore nie ustepujg po do-
liSciowym podaniu hormonu.

Wszystkie sklonowane dotychczas geny mutantéw odpowiedzi giberelinowych
kodujg negatywne regulatory szlaku sygnalizacji giberelinowej. Wydaje sie, ze po-
zytywnym regulatorem moze by¢ produkt genu PKL (PICKLE). Mutanta pkl zi-
dentyfikowano na podstawie zmian rozwojowych korzeni pierwotnych A thaliana.
Recesywna mutacja pkl prowadzi do fenotypu, ktdry czesciowo przypomina mutanty
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z deficytem GA [69]. Podwdjny mutant pkl gai wykazuje fenotypowy synergizm,
co moze sugerowac, ze produkty obu genéw funkcjonuja w oddzielnych szlakach
transdukcji sygnatu.

PODSUMOWANIE

Fitohormony regulujac ekspresje genéw wptywaja bezposrednio nato, ze komaérki
majace te same genotypy zaczynaja sie w odpowiednim czasie réznicowaé¢ w wysoce
wyspecjalizowane tkanki i organy lub wykazujg zmiane swojej funkcji. Poznawanie
pierwotnych mechanizméw dziatania poszczegdlnych fitohormondéw ma zatem do-
prowadzi¢ do poznania mechanizmow regulujgcych wzrost i roznicowanie sie ko-
morek i tkanek. Badanie mechanizméw dziatania poszczeg6lnych substancji
wzrostowych komplikuje jednak w istotny spos6b znane powszechnie zjawisko
wzajemnego wspotdziatania oraz wielokierunkowos$¢ oddziatywarn poszczegdlnych
hormonoéw. Jest to zresztgjedna z gtéwnych przyczyn niezbyt imponujgcego postepu
wiedzy na temat mechanizméw dziatania roslinnych hormonéw.

Chemiczne wiasciwosci giberelin pozwalajg przypuszczac, ze miejsce ich per-
cepcji moze by¢ zlokalizowane na zewnetrznej powierzchni btony komoérkowej
badZ znajduje sie nawewnetrznych strukturach komorki. Tylko w przypadku komérek
aleuronowych lokalizacja biatka receptorowego na zewnetrznej powierzchni pla-
zmolemy zostata dostatecznie udokumentowana. Nie budzi réwniez watpliwosci
udziat heterotrimerycznego biatka G w transdukcji sygnatu giberelinowego, co takze
posrednio potwierdza zewnatrzkomorkowa lokalizacje receptora GA. Wydaje sie,
ze ,kartowatos$¢” jednego z mutantdw ryzu bedaca efektem mutacji badz braku
podjednostki a biatka G [2,20] wskazuje na udziat biatka G w 0ogbélnym, odnoszgcym
sie do wszystkich tkanek mechanizmie przenoszenia sygnatu giberelinowego do
cytoplazmy. Z drugiej jednak strony, wielu autoréw nadal sadzi, ze receptorem
(receptorami) giberelin jest niezidentyfikowane jeszcze rozpuszczalne biatko cyto-
plazmatyczne. Sugestie nawigzujace do zwierzecych receptoréw hormonéw ste-
rydowych sg wcigz aktualne, a potwierdza je roéwniez poznana sekwencja
aminokwasowa biatka GAI [71]. Obecny w GAI charakterystyczny motyw z se-
wiadomo, ze sekwencja LHKLL uczestniczy w asocjacji biatek koaktywatorowych
z biatkami receptorowymi wigzacymi niektéore lipofilowe ligandy [33]. Obecno$é
wspomnianej sekwencji w GAIl moze zatem sugerowac, ze biatko to tgczy sie z
biatkiem receptorowym wigzacym gibereline. Sugestia ta wydaje sie bardziej pra-
wdopodobna niz propozycja autoréw wigzaca funkcjonowanie motywu DELLA
w biatku GAI z bezposrednim wigzaniem gibereliny [71]. Podsumowujgc, mozna
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ogdlnie stwierdzié, ze na obecnym etapie badan nie mozna jeszcze wykluczy¢ fun-
kcjonowania cytoplazmatycznych receptoréw giberelin.

Podobnie spekulatywny charakter ma réwniez wiekszos¢ dotychczasowych pro-
pozycji dotyczacych tancucha transdukcji sygnatu giberelinowego. W komdrkach
aleuronowych jedng z najszybszych odpowiedzi na GA jest niewatpliwie wzrost
stezenia jonow wapnia w cytoplazmie. Wydaje sie, ze zasadniczym zrodtem ros-
nacego stezenia tych jonéw w cytoplazmie jest apoplast. Duze zmiany stezenia
Ca2+ w poblizu wewnetrznej powierzchni plazmolemy wigzg sie w jaki$ sposéb
z mechanizmem sekrecji a-amylazy. Pojedyncze doniesienie mdéwigce o urucha-
mianiu wewnatrzkomérkowych magazynow wapnia za posrednictwem produktow
hydrolizy fosfolipidow inozytolowych [14] jak na razie nie zostato potwierdzone
przez innych autorow. Mimo ze nie potwierdzono udziatu Ca2+w szlaku sygnatowym
prowadzacym do ekspresji genéw a-amylazy, to stwierdzana powszechnie obecnosé
kalmoduliny w komérkach aleuronowych oraz indukowana przez GA synteza tego
biatka moze Swiadczy¢ o zaangazowaniu kalmoduliny w przekazywanie sygnatu
giberelinowego. Biatkami efektorowymi mogg by¢ zlokalizowane w plazmolemie
kanaty jonowe regulowane przez kalmoduling i cykliczne nukleotydy [87], Ca2+
ATPaza tonoplastu i bton siateczki $rédplazmatycznej [9,14,35], a takze kinazy
i fosfatazy biatkowe. Analiza dotychczasowych wynikéw jednoznacznie potwierdza
znaczenie odwracalnej fosforylacji niezidentyfikowanych jeszcze biatek jako reakcji,
ktdra uczestniczy w przekazywaniu informacji prowadzacej do zmian w ekspresji
gendow a-amylazy.

Poznanie sekwencji promotorowych gendéw a-amylazy umozliwito znalezienie
kilku motywow, ktore tworzg tzw. kompleks odpowiedzi giberelinowej (GARC).
Zidentyfikowano i sklonowano dotychczas cztery geny, ktérych produkty reguluja
transkrypcje genow a-amylazy. Czynnikami aktywujacymi sg GAMyb, biatka ABF1
i ABF2 oraz niezidentyfikowane jeszcze biatko wigzace sie do kasety TATCCA.
Biatko HRT petni przypuszczalnie funkcje represorowg konkurujagc z GAMyb o
specyficzng sekwencje w DNA. Synteza biatka aktywatorowego 7/vGAMYyb jest
indukowana przez gibereline. W zwigzku z tym, ze transkrypcja genu HvGAMyb
nie jest hamowana przez cykloheksimid, mozna zatozy¢, ze indukcja ekspresji genu
przez GA polega wiasciwie na jego derepresji. Obecnie szereg wynikdw wskazuje
na biatka GAIl i GRS/RGA jako potencjalne biatka regulatorowe, ktére mogga ucze-
stniczy¢ bezposrednio lub posrednio w represji HYGAMyb. Wiasciwosci represorowe
tych biatek sa przypuszczalnie regulowane droga specyficznej glikozylacji kata-
lizowanej przez biatko SPY. Produkt genu SPYtransformowanego za posrednictwem
uktadu bakulowirusa do komoérek owadzich wykazuje aktywno$¢ transferazy prze-
noszacej reszte A-acetyloglukozoaminy na reszte seryny lub treoniny [cyt. za 99].
Narazie nie wiemy jeszcze, czy biatka GAl i GRS/RGA sa rzeczywiscie naturalnymi
substratami, ktérych wiasciwosci sa modyfikowane poprzez przytaczenie lub hy-
drolityczne odszczepienie reszty A-acetyloglukozoaminowej. Regulatorowa funkcje
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takiej modyfikacji sugerujg wyniki badan, w ktorych komérki aleuronowe jeczmienia
transformowano genem HvSPY. W transformowanych komérkach obserwowano
zablokowanie ekspresji genu a-amylazy indukowanego przez GA i brak zauwa-
zalnych zmian w ekspresji innych gendéw [79]. Wcze$niejsze badania wskazywaty
takze, ze w komdrkach aleuronowych mutanta jeczmienia z rodzaju ,,wysmuktych”
(sini) dochodzi do konstytutywnej ekspresji genu a-amylazy, a takze genéw innych
hydrolaz [82]. Sa to wiec argumenty przemawiajgce za tym, ze co najmniej niektére
elementy szlaku transdukcji sygnatu giberelinowego sg takie same w komorkach
aleuronowych i komoérkach tkanek wegetatywnych, w tym réwniez tkanek chara-
kteryzujgcych sie szybkim wzrostem. Potwierdzenie tych sugestii, a takze dalsze
poznawanie poszczegdlnych ogniw i ustalenie ich uszeregowania w tancuchach
przekazywaniasygnatu giberelinowego bedziejednak wymagato jeszcze wielu zmud-
nych badan.
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MECHANIZM REAKCJI FOTOFOBOWEJ
U POKREWNYCH ORZESKOW
STENTOR COERULEUS | BLEPHARISMA JAPONICUM

MECHANISM OF PHOTOPHOBIC RESPONSE IN CILIATE
STENTOR COERULEUS AND RELATED BLEPHARISMA JAPONICUM

Hanna FABCZAK, Stanistaw FABCZAK

Zaktad Biologii Komarki, Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego,
Polska Akademia Nauk, Warszawa

Streszczenie: Orzeski Blepharisma i Stentor maja systemy fotoreceptorowe, ktére czynigje wrazliwymi
na dziatanie $wiatta. Przejawem tego zjawiska jest miedzy innymi reakcja fotofobowa, ktorg obserwuje
sie w momencie wzrostu intensywnosci o$wietlenia. Taki bodziec powoduje zatrzymanie poruszajgcego
sie orzeska, nastepnie rewersje ruchu rzeskowego i ponowny ruch komérki do przodu. Rewersja ruchu
rzeskowego jest konsekwencjg wystgpienia w komérce btonowego potencjatu czynnosciowego induko-
wanego przez potencjat fotoreceptorowy. Powstanie tego potencjatu jest uwarunkowane absorpcjg
Swiatta przez komdérkowy pigment prowadzaca, w przypadku Stentor, do aktywacji gtéwnie proceséw
enzymatycznych z udziatem cGMP i zmian poziomu tego cyklicznego nukleotydu w komdrce, ktére
mogg powodowac aktywacje kanatéw jonowych, zaleznych od cGMP. U Blepharisma najprawdopo-
dobniej zasadnicza role w systemie przekazywania sygnatu spetnia InsP3. Potwierdzeniem tego przypu-
szczeniajest wykazanie przejéciowego wzrostu stezenia InsP3w komorkach poddanych dziataniu $wiatta
oraz obecnos$ci w korteksie tego orzeska biatka homologicznego do biatka receptorowego dla InsP3.
(Postepy Biologii Komérki 2000; 27: 425-439)

Stowa kluczowe: system fotoreceptorowy, biatko G, cGMP, InsP3 cGMP-zalezne kanaly jonowe,
elektryczne potencjaty btonowe, reakcja fotofobowa, orzeski, Stentor coeruleus, Blepharisma japoni-
cum, przekazywanie sygnatu $wietlnego.

Summary: Stentor and Blepharisma possess photoreceptor systems that render the cells capable of
avoiding light. The observed photobehaviour is largely the result of a step-up photophobic response
displayed by both ciliates. The photophobic response caused by a sudden increase in light intensity starts

*Praca finansowana w ramach projektu badawczego KBN 6 PO4C-057-18 i dziatalnosci statutowej
Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego w Warszawie.
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with a cessation of ciliary beating, then a period of ciliary reversal followed by renewed forward
movement. Ciliary reversal correlates with the generation of an action potential, which is elicited by a
photoreceptor potential as a result of light absorption by cellular pigments. The photochemical processes
within the pigments lead in the case of Stentor to internal cyclic GMP level changes that possibly result
in changes of ionic conductance of cation channels gated by this cyclic nucleotide. In related Blepharisma
cells, however, InsP3 seems to be responsible for the alterations in membrane potentials and induction
of light avoiding response. This supposition is proved by a measured increase in the InsP3levels in cells
exposed to light and an identification of InsP3 receptor-like protein exclusively localized within the
Blepharisma cell cortex.

(Advances in Cell Biology 2000; 27: 425-439)

Key words: photoreceptor system, G-protein, cGMP, InsP3, cGMP-dependent ion channels, electrical
membrane potentials, photophobic response, ciliates, Blepharisma japonicum, Stentor coeruleus,
phototransduction.

Wykaz stosowanych skrétéw: cGMP - cykliczny monofosforan guanozyny, InsP3- 1,4,5-trisfosfoinozy-
tol, DG - diacyloglicerol, biatka G - biatka wigzace trifosforan guanozyny, GTPazy - enzymy
hydrolizujace trifosforan guanozyny, 8-Br-cGMP - 8-bromo-cykliczny monofosforan guanozyny,
CAMP - cykliczny monofosforan adenozyny, PtdInsP2 - fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforan, PLC -
fosfolipaza C, PDE - fosfodiesteraza, IBMX - 3 ’-isobutylo-I-metylo-ksantyna.

Unikaniejasno oswietlonych rejonéw i gromadzenie sie w miejscach zacienionych
przez dwa spokrewnione orzeski, niebiesko-zielonego Stentor coeruleus i jasno-
r6zowg Blepharisma japonicum, opisano po raz pierwszy juz na poczatku tego
wieku. Zjawisko to, nazywane fotodyspersja, jest efektem zdolnosci postrzegania
przez komérki zmian w poziomie oSwietlenia w Srodowisku i reagowania na nie
zmianami sposobu poruszania sie. Wsrdd tych reakcji ruchowych wystepuje reakcja
fototaktyczna, opisana jak do tej pory tylko u Stentor, ktorg obserwuje sie, gdy
poruszajacy sie orzesek znajdzie sie w skupionej wigzce Swiatta. W takiej sytuacji
komoérka kontynuuje ruch tylko w kierunku od zrddta Swiatta, wzdtuz linii jego
rozchodzenia sie [3-5]. Inng formg zmiany ruchu, ktéra wystepuje u obu orzeskdéw
i prowadzi do fotodyspersji, jest zwiekszona szybkos¢ ruchu komorek w Srodowisku
intensywniej os$wietlonym [3-5, 22]. Najlepiej poznang odpowiedzig ruchowg i
najistotniejszg w wywotywaniu efektu fotodyspersyjnego jest reakcja fotofobowa.
Fotoreakcja ta, przebiegajagca w podobny sposob u Blepharisma i Stentor, polega
na przejsciowej zmianie kierunku poruszania sie orzeska w wyniku rewersji ruchu
rzeskowego, gdy komérka wptywa z rejonu zacienionego do obszaru jasniej o$wiet-
lonego [3-5, 27]. Unikalne wsréd orzeskow reakcje ruchowe na zmiany w poziomie
oSwietlenia u Blepharisma i Stentor sa spowodowane, jak sie uwaza, obecnoscig
licznych granul pigmentowych. Zawierajg one barwniki (pochodne hiperycyny),
ktére moga petnié funkcje fotoreceptoréw i sg nazywane blefarizming u Blepharisma
i stentoring u Stentor. Znaczne zaburzenia w wystepowaniu reakcji fotofobowej
obserwuje sie u obu orzeskéw poddanych dziataniu Swiatta w zakresie widzialnym,
o wysokim natezeniu. Przedtuzone dziatanie intensywnego $wiatta moze powodowacé
nawet Smieré komorek. Przyczyng tych zjawisk sg, podobnie jak w przypadku
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hiperycyny, wiasciwosci fotouczulajgce blefarizminy i stentoriny (efekt fotodyna-
miczny). Hiperycyna syntetyzowana przez niektére rosliny znana jest od dawna
jako naturalny fotouczulacz, wywotujacy u zwierzat karmionych nimi chorobe zwang
hiperycyzmem (silne uczulenie skory na $wiatto). Oprécz funkcji fotoreceptora barw-
nikowi u orzeskéw przypisuje sie dodatkowo role obronng. U Blepharisma zaob-
serwowano, ze podczas ataku drapieznika, innego orzeska Dileptus, nastepuje szybkie
wyrzucanie zawartosci granul pigmentowych, co powoduje natychmiastowe od-
straszenie agresora, gdyz, jak wykazano ostatnio, blefarizmina ma wiasnosci to-
ksyczne [16]. U orzeskow reakcja fotofobowa moze stanowié zabezpieczenie
komorek przed efektem fotodynamicznym [14, 15] zapewniajac tym organizmom
przebywanie gtéwnie w miejscach o stabym oswietleniu (fotodyspersja), a tym
samym stwarza optymalne warunki do przetrwania dla tych orzeskow.

KOMORKOWY SYSTEM FOTORECEPTOROWY

Badania nad pigmentem komorkowym, stentoring u orzeska Stentor, majg swoj
poczatek w koricu XIX wieku. Pierwsze studia nad pigmentem, blefarizming, po-
czatkowo nazwanym zoopuryng, u pokrewnego orzeska Blepharisma, zostaty roz-
poczete na poczatku XX wieku, a nastepnie intensywnie kontynuowane przez
Giesego, ktory jest autorem obszernej monografii na temat tego wrazliwego na
Swiatto orzeska [15]. Zar6wno, stentoring, jak i blefarizmina zlokalizowane sg w
granulach pigmentowych w postaci warstwowo utozonych lamelli [27,29]. Granule
te, gesto utozone miedzy rzedami rzesek w warstwie korteksowej komarki, otoczone
sq btong, ktéra w sposob ciagly taczy sie z btong plazmatyczng. Na podstawie
badan spektroskopowych barwnikdw stwierdzono, ze stentoring i blefarizmina sta-
nowig nowa klase fotoreceptoréw, znacznie réznigca sie od dobrze znanych juz
grup fotoreceptordéw, takich jak rodopsyna, bakteriorodopsyna, fitochrom, chlorofili
i flawiny. Oba barwniki zawierajg hiperycyne, ktéra nalezy do zwiazkéw meso-
naftodiantronamow [14,15,27,29] (rys. 1). Wprawdzie jeszcze nie w petni poznane
sq procesy fotochemiczne zachodzace w czasteczkach pigmentu orzeskow po ab-
sorpcji Swiatta, ale na podstawie wstepnych badan zaktada sie, ze w analogii do
znacznie lepiej poznanych fotoreceptorow organizmoéw wyzszych, w foreceptorach
orzeskow ma miejsce transfer elektronoéw i/lub protonow [1,14,19,27,33]. Czasteczka
stentoriny, to chromofor wbudowany w polipeptyd, bedacy heterodimerem o masach
czasteczkowych 44 kD i 52 kD [26,28]. Blefarizmina za$ potaczona jest z biatkiem
0 masie czasteczkowej 38-50 kD. Wyniki te nie znalazty jednak potwierdzenia
w pOzniejszych badaniach, gdyz fotoreceptor u Blepharisma, zostat zidentyfikowany
jako kompleks z biatkiem o znacznie wyzszej masie czasteczkowej wynoszacej
200 kD [21,25]. Najnowsze badania z uzyciem metod biologii molekularnej do-
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RYSUNEK 1. Przypuszczalna struktura stentoriny [6]

RZESKOWA REAKCJA R

starczyty nowych danych na
temat mozliwej budowy foto-
receptordw, ktére mogg ucze-
stniczy¢ w procesie absorpcji
Swiatta u orzeskow. Wynika z
nich, ze u Blepharisma oraz
u Fabreasalina, orzeska u ktd-
rego do tej pory stwierdzano
istnienie wytgcznie fotorecep-
tora zawierajgcego hiperycy-
no-podobny chromofor [20],
sg obecne geny kodujace biat-
ko, wchodzace w sktad rodo-
psyny, fotoreceptora typo-
wego dla komérek organi-
zmoéw wyzszych. Wystepowa-
nie biatka homologicznego do
rodopsyny wykazano réwniez
u jeszcze innego orzeska Pa-
ramecium bursaria [23], ktory
wykazuje wrazliwo$¢ na dzia-
fanie Swiatfa. Na obecnym eta-
pie wiedzy trudno jest
jednoznacznie przesadzi¢ ja-
kiego typu fotoreceptor jest
zaangazowany w systemie
przetwarzania sygnatu Swietl-
nego w komérkach Blepharis-
ma i Stentor.

UCHOWA

Ruchowa reakcja fotofobowa u obu orzeskéw, Stentor i Blepharisma, na skokowy
wzrost natezenia Swiatta przebiega w zblizony sposéb. W reakcji tej mozna wyroznié

kilka charakterystycznych etapow:

(a) ptynacy do przodu orzesek zatrzymuje sie z pewnym op6znieniem w stosunku

do momentu zadziatania bodZca,
(b) kolejno nastepuje przejsciowy okres ruchu kom
ruchu rzeskowego, po ktérym

orki do tytu w wyniku rewersji



MECHANIZM REAKCJI FOTOFOBOWEJ U ORZESKOW.. 429

RYSUNEK 2. Reakcjafotofobowau orzeskéw Stentor (a,b,c) i (d,e,f) Blepharisma: (a,d)makrofotografia
ruchu komorek adaptowanych do $wiatta o niskiej intensywnosci, (b,e) makrofotografia ruchu komérek
podczas reakcji fotofobowej, (c,f) schematyczne przedstawienie reakcji fotofobowej zarejestrowanej na
tasmie magnetowidu [4]

(c) komdrka ponownie zatrzymuje sie, aby w korcu

(d) rozpocza¢ ruch do przodu w zmienionym zwykle kierunku (rys. 2).

Zarowno op0&znienie reakcji ruchowej, jak i czas trwania rewersji ruchu rze-
skowego zalezg od intensywnos$ci bodZca, tj. réznicy we wzroscie natezenia Swiatfa.
U obu orzeskéw op06znienie reakcji maleje, a czas poruszania sie do tylu wydtuza,
wraz ze wzrostem wielkosci bodzca. Opdznienie reakcji fotofobowej oraz okres
rewersji ruchu rzeskowego rdznig sie¢ u obu orzeskdw. Stentor reaguje znacznie
szybciej na stymulacje $wietlng; opdznienie reakcji wynosi 0,1 do 0,3 s w stand-
ardowych warunkach w zaleznosci od natezenia Swiatta [30], natomiast uBlepharisma
opdznienie to moze osiggng¢ wartos¢ okoto 1 s. Nalezy zwréci¢ uwage na fakt,
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RYSUNEK 3. Btonowe zmiany elektryczne u (A) Blepharisma (a,b,c - potencjat fotoreceptorowy, d,e,f
- potencjaty fotoreceptorowy i czynnosciowy) oraz (B) Stentor (a,b,c,d - potencjat fotoreceptorowy oraz
e - potencjat czynno$ciowy) w odpowiedzi na narastajgce natezenie bodzca Swietlnego (g,f) [4]

ze oba orzeski reagujg na Swiatlo z op6znieniem znacznie wigekszym niz przy sty-
mulacji tych orzeskéw bodZzcami mechanicznymi [3-5]. Znaczne opéznienie, zjakim
wystepuje reakcja fotofobowa, w poréwnaniu z odpowiedzig tych orzeskow na
inne bodzce sugeruje, ze jest to czas niezbedny, aby w komdrce uruchomione
zostaty okre$lone procesy biochemiczne przetwarzajace bodZce $wietlne na koncowg
reakcje motoryczng [28].

BLONOWE ZJAWISKA ELEKTRYCZNE

Potencjaty fotoreceptorowy i czynnosciowy

Wstepne proby badania elektrycznej reakcji btony komorkowej na $wiatlo w
komérkach Stentor podjete byty przy wykorzystaniu wewnatrzkomoérkowych mi-
kroelektrod szklanych, wprowadzonych do wakuoli tetniacej. DoSwiadczenia te po-
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zwalaty narejestracje wzglednych zmian elektrycznych w btonie komarki i wykazaty
powstanie przejsciowej depolaryzacji btony, czyli potencjatu fotoreceptorowego
podczas dziatania bodzca Swietlnego. W takich warunkach doswiadczalnych od-
powiednio intensywny bodziec wywotywal, typowy dla szeregu innych orzeskow,
btonowy potencjat czynnos$ciowy. Podobne doSwiadczenia elektrofizjologiczne prze-
prowadzone u orzeska Blepharisma rowniez wykazaty, ze pod wptywem dziatania
Swiatta nastepuje przejSciowa depolaryzacja btony komoérkowej, jednakze te re-
jestracje byly niezbyt przekonywujace ze wzgledu na wystepowanie réznego typu
zaktécen podczas pomiarow [3-5]. Bardziej szczegdtowe dane dotyczace zmian
elektrycznych w obrebie btony komérkowej u Stentor i Blepharisma uzyskano sto-
sujgc typowe mikroelektrody wewnatrzkomdrkowe wprowadzane do cytoplazmy
komorek adaptowanych do obnizonej temperatury. Taka procedura catkowicie usu-
wata utrudnienia zwigzane z rejestracjg potencjatu btonowego zwykle wystepujace
w temperaturze pokojowej [6,7].

Potencjat spoczynkowy orzeskdw adaptowanych do ciemnosci, zaréwno u Stentor
oraz Blepharisma, wynosi okoto -50 mV i jest wytwarzany gtdwnie przez jony
potasu [4]. Komorki, poddane stymulacji swiattem o niskiej intensywnos$ci, wy-
twarzajg u orzeskéw adaptowanych do ciemnosci potencjat fotoreceptorowy, ktérego
amplituda ro$nie wraz ze wzrostem natezenia bodZca, az do osiggniecia wartosci
maksymalnej w zakresie od 15 do 25 mV dla poszczeg6lnych komorek [4,6,7].
Podobny potencjat receptorowy moze byé wywotany u orzeskéw wstepnie adap-
towanych do oswietlenia o niskiej intensywnosci. Potencjat receptorowy jest ge-
nerowany z okreslonym opdznieniem w stosunku do zapoczatkowania dziatania
bodZzca. Bodziec o odpowiednio wysokim natezeniu moze powodowac u obu orze-
skow generacje potencjatu receptorowego, o amplitudzie przekraczajacej warto$é
progowa dla elektrycznego pobudzenia btony komédrkowej i w konsekwencji wy-
tworzenie potencjatu czynnosciowego (rys. 3). Op6znienie w generacji potencjatu
czynno$ciowego, podobnie jak opdznienie reakcji fotofobowej, r6zni sie znacznie
u obu badanych orzeskéw. Dla komorek Stentor wynosi ono $rednio 0,5 s (10°C),
a u Blepharisma trwa znacznie dtuzej i wynosi 2-5 s (12°C). W przypadku krot-
kotrwatych, intensywnych impulséw Swiatta u obu komorek repolaryzacja potencjatu
czynnosciowego jest natychmiastowa, natomiast intensywne bodzce o wydtuzonym
czasie dziatania wywotujg dodatkowo opdzniong depolaryzacje btony. Ta opdzniona
depolaryzacja reprezentuje utrzymujacy sie nadal potencjat fotoreceptorowy. Zmiany
elektryczne w btonie komarkowej przy ciggtym naswietlaniu komérek maja podobny
przebieg jak w przypadku diugotrwatego bodzca z tg réznica, ze amplituda
op6znionej depolaryzacji (potencjatu receptorowego) ulega zmniejszeniu w czasie,
mimo trwania stymulacji [4,6,7]. Taki proces znany jest jako zjawisko adaptacji
komorki do $wiatta. W orzeskach adaptowanych do wysokiego poziomu o$wietlenia
nie obserwuje sie btonowej odpowiedzi elektrycznej, nie wystepuje rowniez reakcja
fotofobowa. Komaérki takie generuja potencjat fotoreceptorowy o niskiej amplitudzie
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RYSUNEK 4. Aktywnos$¢ jonowych kanatéw kationowych regulowanych przez cGMP w natywnych
btonach orzeskéw Stentor [18]

bez mozliwosci wytworzenia potencjatu czynnosciowego. Podobne procesy foto-
adaptacyjne zostaty opisane w komorkach receptorowych oka kregowcéw i bez-
kregowcdéw. Umozliwiajg one organizmom posiadajgcym ukiad wzrokowy
optymalne widzenie w szerokim zakresie zmian intensywnos$ci oswietlenia w ich
$rodowisku [2]. Na podstawie czasowej analizy przebiegdw reakcji fotofobowej
i odpowiedzi elektrycznych w komérkach Stentor i Blepharisma mozna przypuszczad,
ze moment generacji potencjatu czynno$ciowego odpowiada poczatkowi rewersji
ruchu rzeskowego, a koniec op6znionej depolaryzacji jest jej zakohczeniem [4].
W obu badanych orzeskach ma wiec miejsce sprzezenie miedzy zmiang elektryczng
w btonie komérkowej i ruchowg reakcjag rzeskowg. Podobne zjawisko obserwuje
sie u innych orzeskéw podczas odpowiedzi tych komérek na dziatanie réznych
innych bodzcéw [4,6,7].

Analiza aktywnosci kanatow jonowych

Na podstawie zgromadzonych dotychczas danych trudno jest okresli¢ doktadny
mechanizm jonowy, ktory bytby odpowiedzialny za generacje potencjatu fotorecep-
torowego. Wstepne doswiadczenia z zastosowaniem metody patch-clamp wykazuja,
ze potencjat fotoreceptorowy u Stentor moze byé tworzony w wyniku modyfikacji
aktywnosci jonowych kanatéw btonowych aktywowanych przez cGMP (rys. 4).
Wystepowanie takich kanatéw stwierdzono w pecherzykach zbudowanych z na-
tywnej btony komoérkowej orzeskéw Stentor otrzymywanych wedtug opracowanej
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przez nas metody [18]. Wstepng charakterystyke tych kanatéw przeprowadzono
w liposomach, do ktérych wbudowano izolowane sktadniki korteksu z komérek
Stentor. Jak wynika z tych doswiadczen, prawdopodobieristwo otwarcia badanego
kanatu wzrasta przy wzroscie stezenia cGMP w mikromolamym zakresie. Prze-
wodno$¢ jonowa kanatu w stanie otwarcia zostata okreslona na okoto 30 pS.
Dziatanie cyklicznego GMP jest w peini odwracalne, gdyz catkowite usuniecie
tego nukleotydu ze Srodowiska powoduje powrét aktywnosci kanatu do stanu po-
czatkowego (zamkniecie kanatu). Aktywno$¢ jonowa kanatéw aktywowanych wste-
pnie przez cGMP moze by¢ catkowicie zredukowana przez stosowanie niskich
stezen I-cis diltiazemu, blokera kanatéw, ktérych aktywno$¢ jest kontrolowana przez
cGMP [31,32]. Istnienie specyficznych kanatéw jonowych, ktérych funkcjonowanie
jest regulowane przez cGMP, zostato potwierdzone takze przez ich lokalizacje
metoda immunochemiczng. W korteksie komérek Stentor stwierdzono obecnos¢
biatka o masie czasteczkowej 63 kD, specyficznie wigzacego cGMP, homologicznego
do a-podjednostki biatka kanatu aktywowanego przez cGMP w precikach oka wotu
[31,32].

UKLADY PRZETWARZANIA SYGNALU

Biatka wigzace GTP

Obserwowane charakterystyczne, znaczne opdznienia, z jakimi w komérkach
Blepharisma i Stentor nastepuje generacja potencjatu czynnosciowego, a w zwigzku
z tym i rewersja ruchu rzeskowego sugeruja, ze po fotoaktywacji uktadu recep-
torowego moze nastepowac¢ uruchomienie okreslonych szlakéw sygnatowych. Po-
dobne zjawisko przetwarzania sygnatu wystepuje w komaérkach fotoreceptorowych
u bezkregowcéw i kregowcéw. W tych komdrkach fotoreceptorowych, jak i w
przypadku komérek pierwotniaczych nastepuje przetworzenie bodzca Swietlnego
na btonowe zmiany elektryczne w celu wywotania odpowiedniej reakcji fizjologicznej
[28]. Od wielu juz lat wiadomo, ze biatka wigzace GTP (biatka G) stanowig istotne
ogniwo w procesie przetwarzania sygnatlu w receptorowych komérkach eukario-
tycznych, a poprzez stosowanie modulatorow aktywnosci tych biatlek mozna w
znaczacy sposob wpltywaé na efektywnos$¢ przekazywania sygnatu. Doswiadczenia
behawioralne, w ktorych do badan reakcji fotofobowej orzeskow uzyto fluorku
aluminium (A1lF4~), toksyn cholery i krztusca oraz mastoparanu, czyli substancji
w istotny sposdb modulujgcych aktywno$é biatek G, wydaja sie potwierdza¢ po-
wyzsze sugestie. Fluorek aluminium wigzac sie z biatkami G aktywuje je nasladujac
dziatanie GTP. Natomiast toksyny cholery i krztuSca powoduja ADP-rybozylacje
biatek G, w przypadku transducyny, biatka G uczestniczagcego w procesie prze-
kazywania impulsu $wietlnego w komoérkach receptorowych kregowcéw, powodujg
zahamowanie aktywnosci GTP-azy, a wiec utrzymuja biatko G w stanie aktywnym.



434 H. FABCZAK, S. FABCZAK

Mastoparan za$ jest czynnikiem, ktéry bezposrednio moze aktywowaé biatka G
zastepujac w ten spos6b dziatanie bodzca. W przypadku doswiadczen z komdrkami
Stentor zaréwno AlF4~, jak i obie toksyny powodujg istotny wzrost wrazliwosci
komorek na Swiatto [8]. Orzeski poddane dziataniu tych substancji zaréwno szybciej
reagowaty na bodziec Swietlny (mniejsze opoOznienie reakcji fotofobowej), jak i
w wiekszej liczbie komoérek obserwowano wystgpienie fotoreakcji w odpowiedzi
na dziatanie standardowego bodzca w poréwnaniu z komérkami kontrolnymi. Po-
dobny efekt, czyli podwyzszenie czutosci na Swiatto obserwowano réwniez u Ble-
pharisma, po wstepnej inkubacji orzeskdbw w medium zawierajacym jeden z
modulatoréw biatek G: AlF4~ obie toksyny lub mastoparan [9,13].

Dalsze badania z wykorzystaniem metod typu Western biot i PCR, dostarczyty
nowych dowodéw na mozliwo$¢ istnienia w orzeskach systemu przetwarzania foto-
receptorowego. U Stentor wykazano obecnos¢ biatka G, homologicznego do trans-
ducyny z precikéw oka wotu. Zaréwno w lizacie komoérkowym, jak i w korteksie
tego orzeska, stwierdzono specyficzng pozytywng reakcje biatka o masie czgste-
czkowej 39 kD z przeciwciatami wytworzonymi przeciw a-podjednostce trans-
ducyny. Ponadto wykazano 35-procentowg homologie tego biatka z a-podjednostka
réznych heterotrimerycznych biatek G wystepujacych w innych organizmach euka-
riotycznych [8,27]. U pokrewnego orzeska Blepharisma za$ biatko o masie czg-
steczkowej 55 kD, wystepujace w lizacie komdérkowym i korteksie, pozytywnie
i specyficznie wigze sie z przeciwciatami wytworzonymi przeciwko a-podjednostce
transducyny oraz z przeciwciatami przeciw wspélnemu fragmentowi a-podjednostki
biatek G [13]. Ws$réd innych badanych orzeskéw istnienie heterotrimerycznych
biatek G wykazano w komérkach, ktore charakteryzuja sie zdolnoscig percepcji
sygnatu Swietlnego. U wspomnianego wcze$niej orzeska Paramecium bursaria,
ktéry réwniez jest zdolny do ruchowej reakcji rzeskowej na bodziec Swietlny, u
ktérego stwierdzono obecno$¢ rodopsyny, zlokalizowano biatko o masie czaste-
czkowej 57 kD, wykazujace aktywno$é GTP-azy i homologicznego do a-podjed-
nostki biatek G [24,26].

Cykliczny GMP oraz trisfosfoinozytol jako wtdrne przekazniki

Pierwsze sugestie na temat udziatu wtérnych przekaznikéw w procesie prze-
twarzania bodzcow Swietlnych u orzeskéw pochodzg z badan nad zjawiskiem wy-
dtuzania sie komorek Blepharisma podczas ich dtugotrwatej ekspozycji na dziatanie
intensywnego S$wiatta. Z badan tych wynika, ze proces ten moze by¢ znacznie
zredukowany po wprowadzeniu do cytoplazmy egzogennego cGMP.

Ostatnio u Blepharisma i Stentor, cGMP wydaje sie by¢ takze w istotny sposob
zaangazowany w procesy kontrolujgce reakcje fotofobowa [8,9]. Okazuje sie, ze
inkubacja komdrek w srodowisku zawierajgcym analogi cGMP, 8-bromo-cykliczny
GMP (8-Br-cGMP) lub dwumaslan cyklicznego GMP, swobodnie przenikajacych
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przez blone komdrkowsg, powoduje znaczne opdznienie w wystapieniu reakcji fo-
tofobowej oraz zredukowanie liczby komorek reagujacych na Swiatto w poréwnaniu
z populacjg komorek kontrolnych. Proces ten jest catkowicie odwracalny i zalezny
od czasu inkubacji jak i stezenia stosowanego nukleotydu. Nie stwierdzono natomiast
zadnego wptywu przenikajacych przez btone form cAMP na reakcje fotofobowa
u badanych orzeskow [8,9,30]. Udziat cGMP w reakcji fotofobowej u obu orzeskow
potwierdzony zostat w dalszych doswiadczeniach, w ktérych uzyto powszechnie
stosowanych inhibitoréw fosfodiesterazy (PDE) cyklicznych nukleotydéw, IBMX
i teofiliny. Powodujg one podwyzszenie poziomu cGMP u tych orzeskdw i w istotny
sposéb hamujg wystepowanie ruchowej reakcji fotofobowej [8,9,30]. Odwrotng sy-
tuacje, tzn. wzrost reaktywnosci orzeskdw na dziatanie Swiatta, obserwowano po
inkubacji komérek z czynnikiem LY 83583 [8,9,30], ktoéry specyficznie obniza
poziom cGMP w komdrkach przez hamowanie aktywnosci cyklazy guanylanowe;j.

Stosujagc bardzo precyzyjng metode radioimmunologiczng do okre$lania we-
wnatrzkomadrkowego poziomu cGMP, uzyskano kolejne dane swiadczace o istotnych
zmianach stezenia tego nukleotydu u orzeskéw Stentor podczas naswietlania [30].
W komdrkach adaptowanych do ciemnosci i poddanych nastepnie stymulacji $wiat-
tem nastepuje stosunkowo szybki przejSciowy spadek poziomu cytoplazmatycznego
cGMP, po czym warto$¢ stezenia nukleotydu wraca w nieco wolniejszym tempie
do poziomu poczatkowego. Wielko$¢ zmian wewngatrzkomorkowego ¢cGMP jest
wprost proporcjonalna do natezenia stosowanego Swiatta, a proces renormalizacji
poziomu jest znacznie wydtuzony w komérkach traktowanych bodzcami o wy-
dtuzonym czasie dziatania. Obserwowane zmiany poziomu cGMP w komérkach
poddanych dziataniu Swiatta sg znacznie redukowane w przypadku komoérek tra-
ktowanych wstepnie czynnikami wplywajagcymi na aktywnos$¢ fosfodiesterazy cy-
klicznych nukleotydéw, IBMX i teofiliny. Identyczne pomiary poziomu cyklicznego
cAMP w cytoplazmie, w réznych warunkach oswietleniowych nie wykazaly za-
uwazalnych zmian wjego poziomie (dane nie publikowane). Wstepne doswiadczenia
zwigzane z oznaczaniem w identyczny sposéb poziomu komdérkowego cGMP w
orzeskach Blepharisma nie dostarczyty przekonywujacych danych, ktore pozwolityby
na jednoznaczne stwierdzenie charakteru zaleznosci pomiedzy zmianami poziomu
cGMP w komérce podczas dziatania Swiatla i wymagajg dalszych badan (dane
nie publikowane).

Wczesniejsze badania behawioralne z uzyciem mastoparanu, jako aktywatora
biatek G, sugerowaly istnienie u Blepharisma takze innego szlaku przekazywania
sygnatu Swietlnego z udziatem ufosforylowanych pochodnych inozytolu. Kolejne
badania behawioralne u tego orzeska, w ktdrych stwierdzono silny wptyw czynnikow
zaburzajacych cykl inozytolowy w komoérce na reakcje fotofobowa, potwierdzity
powyzsze przypuszczenia. Zaobserwowano, Ze neomycyna, znany inhibitor hydrolizy
fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforanu (PtdInsP-,) do trisfosfoinozytolu (InsP3) i
diacyloglicerolu (DG), powoduje znaczace zmniejszenie liczby reagujacych komérek
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oraz wydiuzenie czasu, z jakim komorki
reagujg na Swiatto [10,13]. Podobne, cho¢
moze nie tak duze, zmiany w zachowaniu
sie komérek zachodzg réwniez pod wply-
wem heparyny, blokera receptora InsP3
oraz jonow litu, ktére hamujag aktywnosci
fosfatazy monofosfoinozytolu i w zwigzku
z tym powodujg zmniejszenie puli inozy-
tolu, podstawowego substratu do powsta-
wania PtdInsP2 [10,13]. Analiza poziomu
InsP3, przy zastosowaniu specyficznej me-
tody radioimmunologicznej pokazata, ze
Swiatto niewatpliwie wywotuje przejscio-
wy wzrost poziomu InsP3 w komérkach
Blepharisma. Poziom cytoplazmatycznego
InsP3 w orzesku zwieksza sie wraz z pod-
wyzszaniem intensywnosci bodzca i jest
znacznie hamowany u orzeskéw preinku-
bowanych z Li+ lub neomycyng. Stopien
hamowania hydrolizy fosfatydyloinozytolu
do InsP3i DG przez jony litu i neomycyne
byt zalezny od ich stezenia [12]. Przepro-
wadzona w ostatnim czasie analiza lizatu
komérkowego oraz frakcji korteksowej ko-
marek Blepharisma, z wykorzystaniem me-
tody Western biot, jednoznacznie wykazata
wystepowanie w tych preparatach biatka,
0 masie czgsteczkowej wiekszej niz 200
kD, homologicznego do biatka receptoro-
wego InsP3, wystepujacego w uktadach
przetwarzania receptorowego organizmow
wyzszych. Obecnos$¢ tego biatka w war-
stwie korteksowej orzeska [11] potwierdzo-
na zostata dodatkowo wynikami dos- wiad-
czerh immunocytochemicznych z uzyciem
przeciwciat znakowanych fluoresceing
(rys. 5). W Swietle przytoczonych powyzej
wynikdéw doswiadczalnych wydaje sie, ze
orzeski Blepharisma moga by¢ zaopatrzone
w dwa niezalezne szlaki przetwarzania sygr
komorki fotoreceptorowe bezkregowcédw [1

RYSUNEK 5. Zdjecia komdrek Blepharisma ze
znakowanym w warstwie korteksowej biatkiem
receptorowym dla InsP3: (a) - kontrola, tj. ko-
morki inkubowane bez pierwotnych przeciw-
ciat, (b,c) - komérki inkubowane z pierwotnymi
przeciwciatami przeciwko receptorowi InsP3
oraz przeciwciatami wtérnymi sprzezonymi z
fluoresceing [11]

itu Swietlnego, analogicznie jak niektore
.Nie mozna tez wykluczy¢ mozliwosci,
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ze oba szlaki wspoétdziatajg ze sobg i cGMP moze by¢ wykorzystywany przez
komérke, np. w poZniejszej fazie przekazywania sygnatu do regulacji aktywnosci
receptora InsP3 przez jego fosforylacje z udziatem kinazy zaleznej od cGMP [17].

PODSUMOWANIE

Wyniki badan oméwionych w tym artykule ilustruje ponizszy schemat (rys. 6),
ktéry w uproszczony sposob przedstawia przypuszczalny mechanizm przekazywania
sygnatu swietlnego u dwoch pokrewnych orzeskéw Blepharisma i Stentor. Niektére
etapy tego mechanizmu nie sg jeszcze znane i wymagaja dalszych szczegdtowych
badan. Dotychczas nie udato sie uzyska¢ danych dotyczgcych funkcjonalnej aktyw-
nosci komorkowych fotoreceptoréw in vitro. Ze wstepnych badan wynika, ze barwnik
nieodwracalnie traci swojg aktywnos$¢ podczas izolacji od pozostatych struktur biat-
kowych, tworzgcych przypuszczalny szlak przetwarzania sygnatu [28]. W przypadku
komarek fotoreceptorowych organizméw wyzszych zbadanie cyklu fotochemicznego
zachodzacego w fotoreceptorze (rodo-
psynie) i oddziatywan rodopsyny z biat-
kiem G (transducyng) in vitro nie na-
streczatlo wiekszych trudnosci. Z
powyzszego wzgledu wiedza o funkcjo-
nowaniu uktadéw receptorowych prze-
twarzania sygnatu w tych komorkach
jest znacznie bardziej zaawansowana.

Dalszych badan wymagajg tez procesy
lezagce u podstaw generacji potencjatu
fotoreceptorowego u obu orzeskéw, be-
dacego ostatnim etapem w procesie
przetwarzania sygnatu. Przypuszcza
sie, jak wspomniano wyzej, ze za ge-
neracje potencjatu fotoreceptorowego u
obu orzesk6w moga by¢ odpowiedzial-
ne zmiany przewodnictwa btony dla ka-
tionobw w wyniku aktywacji szlaku

przetwarzajgcego bodziec i zmiany w
. . i , . RYSUNEK 6. Schemat prawdopodobnego mecha-
poziomie wtérnego przekaznika, cho- pnizmy przetwarzania bodzca $wietinego w komor-

ciaz istniejg w literaturze i inne hipotezy  kach Blepharisma i Stentor

na powyzszy temat [34]. Szczegdlnie

interesujacy wydaje sie fakt, ze pomimo pokrewienstwa tych orzeskéw, w niektérych
etapach procesu przekazywania sygnatu Swietlnego wigczone sg odmienne szlaki
enzymatyczne i zwigzane z tym r6zne wtérne przekazniki, cho¢ koncowym efektem
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u obu orzeskow sg podobne elektryczne zjawiska btonowe, wywotujgce reakciji
fotofobowaq i prowadzace do fotodyspersji.
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0-GLYCOSYLATION OF NUCLEAR PROTEINS

Anna KRZESLAK, Anna LIPINSKA

Katedra Cytobiochemii, Uniwersytet £ 6dzki

Streszczenie: Glikozylacja polegajaca na przytaczeniu pojedynczych reszt A-acetyloglukozaminy do
seryny lub treoniny polipeptydu wigzaniem O-glikozydowym jest powszechng modyfikacja biatek
jadrowych. Biatkami modyfikowanymi w ten niezwykty sposéb sa liczne biatka chromatyny ijadrowego
kompleksu porowego, atakze polimeraza RNA klasy Il i niektére czynniki transkrypcyjne. Sugeruje sie,
ze O-glikozylacja biatek jagdrowych odgrywa wazng role w transporcie jadrowo-cytoplazmatycznym,
regulacji procesu transkrypcji oraz regulacji poziomu fosforylacji biatek. W niniejszym artykule przed-
stawiono dane dotyczace enzymoéw zaangazowanych w O -glikozylacje i deglikozylacje biatek, miejsc
przytaczenia reszt A-acetyloglukozaminy do polipeptydu oraz oméwiono znane glikoproteiny jadrowe.
(Postepy Biologii Komérki 2000; 27: 441-460)

Stowa kluczowe: O-GlcNAcylacja, OGIcNAc transferaza, P-A-acetylo-D-glukozaminidaza, nukleopo-
ryny, transport jadrowo-cytoplazmatyczny, polimeraza RNA klasy Il, czynniki transkrypcyjne.

Summary: Glycosylation, consisting in incorporation of single /V-acetylglucosamine residues attached
by O-linkage to serine or threonine residues, is a common modification of nuclear proteins. Numerous
chromatin and nuclear pore complex proteins as well as RNA polymerase 1l and some transcription factors
are glycosylated in this unusual way. O-glycosylation of nuclear proteins has been postulated to play a
role in nucleus-cytoplasmic transport, transcriptional regulation and regulation of protein phosphoryla-
tion level. In this paper data concerning enzymes engaged in O-glycosylation and deglycosylation of
proteins, attachment sites of /\V-acetylglucosamine residues and known nuclear glycoproteins have been
described.

(Advances in Cell Biology 2000; 27: 441-460)

Key words: O-GIcNAcylation, O-GIcNAc transferase, A-acetyl-P-D-glucosaminidase, nucleoporins,
nucleus-cytoplasmic transport, RNA polymerase Il, transcription factors.

Wykaz skrétow. A (Ala) - alanina; BHK (ang. baby hamster kidney cells) - komoérki nerek nowo
narodzonych chomikéw syryjskich; cDNA (ang. complementary lub copy DNA) - DNA komplementarny
do mRNA; D (Asp) - asparaginian; E (Glu) - glutaminian; EB1 - linia komérek wywodzacych sie z
limfocytéw B cztowieka, zmienionych nowotworowo pod wptywem zakazenia wirusem Epsteina-Barr;
F (Phe) - fenyloalanina; G (Gly) - glicyna; GalNAc - A-acetylogalaktozamina; GIcNAc- A-acetyloglu-
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kozamina; HeLa - linia ludzkich komérek nabtonkowych pochodzacych z raka szyjki macicy pacjentki
Helen Lane lub Lange lub Larsen; | (lle) - izoleucyna; L (Leu) - leucyna; M (Met) - metionina; N (Asn)
- asparagina; NPC (ang. nuclear pore complex) - jadrowy kompleks porowy; Nup (ang. nucleoporin)
- nukleoporyna; 0-GIcNAc - A-acetyloglukozamina przytaczona do polipeptydu wigzaniem O-gliko-
zydowym; P (Pro) - prolina; PNGaza F (ang. peptide: N-glycosidase z Flavobacterium meningosep-
ticum) - peptydowa A-glikozydaza F; POM (ang. pore membrane protein) - integralne biatko btonowe
NPC; R (Arg) - arginina; RanBP (ang. Ran-bindingprotein) - biatko wigzgce Ran; RanGAP (ang. Ran
GTPase activating protein) - biatko aktywujace GTPaze Ran; S (Ser) - seryna; Spl (ang. specificprotein
1) - specyficzny czynnik transkrypcyjny; SRF (ang. serum responsefactor) - czynnik wrazliwosci na
surowice krwi (czynnik transkrypcyjny); T (Thr) - treonina;V (Val) - walina; WGA (ang. wheat germ
agglutinin) - lektyna z kietkéw pszenicy; X - nieznany aminokwas.

WSTEP

Obecnie nie ulega watpliwosci fakt, ze glikoproteiny stanowig integralny kom-
ponent jader komérkowych zwierzat. Uwaza sie, ze biatka jadrowe moga by¢ N-
i O-glikozylowane.

Pierwsze w piSmiennictwie polskim dane o N- i 0-glikozylacji biatek jadrowych
przedstawiono w poprzednim opracowaniu przeglagdowym [51].

W specyficznej O-glikozylacji biatek jadrowych wigzanie O-glikozydowe two-
rzone jest miedzy pojedynczg resztg A-acetyloglukozaminy (GIcNAc) a grupa hy-
droksylowg seryny lub treoniny polipeptydu (O-GIcNAcylacja) [29, 41, 70, 78].
Te forme glikozylacji odkryto w 1984 roku w laboratorium Harta (USA) podczas
badania terminalnych reszt GIcNAc glikanéw powierzchni limfocytéw myszy [78].
Wkrotce okazato sie, ze ta nowa forma glikozylacji dotyczy przede wszystkim
biatek wewnatrzkomorkowych [29, 33, 41]. Biatka O-glikozylowane sg zlokali-
zowane gtéwnie w jadrach i w cytoplazmie oraz w pozostatych organellach ko-
mérkowych z wyjatkiem mitochondriow. Zawierajgce O-GIcNAc biatka wykryto
u wszystkich badanych Eukaryota od drozdzy do cztowieka oraz u wiruséw. Nie
stwierdzono natomiast tej modyfikacji u Prokaryota [41].

Wiasciwosci O-GIcNAcylacji bardziej przypominajg fosforylacje niz typowe O-
i A-glikozylacje [34, 37, 38]. Przede wszystkim charakteryzuje sie ona niezwykig
dynamiczno$cig. Okres potowicznego zaniku reszt cukrowych jest bardzo krétki
w pordéwnaniu z tym samym czasem dla polipeptydu [45, 71]. Aktywacja lim-
focytdbw T myszy przez mitogen powoduje szybka i przejsciowg zmiane poziomu
O-GIcNAcylacji zarbwno biatek jadrowych, jak i cytoplazmatycznych [45]. Wpro-
wadzenie i usuwanie reszt O-GIcNAc w przypadku wielu biatek, miedzy innymi
cytokeratyn i biatek jadrowych komplekséw porowych (ang. nuclear pore complex
- NPC), zalezy od fazy cyklu komoérkowego [33, 35]. O-glikozylacja dotyczy czesto
domen charakteryzujgcych sie duza zawartoscig sekwencji PEST wyznaczajacych
wewnatrzkomoérkowe biatka do szybkiej degradacji proteolitycznej. Przytgczenie
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reszt O-GIcNAc do tych miejsc moze wptywaé na obrdt metaboliczny niektorych
waznych regulatorowych biatek [33].

Pomimo tego ze biatka majace reszty O-GIcNAc spetniajgrézne funkcje, wykazuja
one pewne cechy wspo6lne [33, 36]. Przede wszystkim sg one takze fosforylowane.
W niektérych przypadkach reszty GIcNAc i fosforanowe zajmujg zamiennie te
same miejsca [9, 33, 36, 37, 38]. Wszystkie O-glikozylowane biatka majg zdolnos¢
do odwracalnego i specyficznego taczenia sie z innymi biatkami w multimeryczne
struktury kompleksowe [33, 36].

Do tej pory zidentyfikowano okoto 50 biatek komorkowych, zawierajgcych reszty
O-GIcNAc [30, 74].

MIEJSCA PRZYLACZENIA RESZT O GIcNAc DO BIALKA

Miejsca O-GIcNAcylacji nie sg jednoznacznie okreslone jak w przypadku N-
glikozylacji, w ktorej przytagczenie reszt cukrowych dotyczy zawsze sekwencji Asn
- X - Ser/Thr [5,15]. Wyr6znia sie jednak dla nich pewne cechy wspdlne. Wigkszo$¢
znanych obecnie sekwencji, do ktérych przytgczane sg reszty (9-GIcNAc, mozna
podzieli¢ na dwie klasy. Pierwsza klasa obejmuje sekwencje typu P -X}- X2
- X3, w ktorych peptyd Xt - X3 zawiera przynajmniej jedng reszte seryny lub
treoniny oraz alifatyczny aminokwas (czestotliwo$¢ wystepowania Val > Ala> Gly)
lub inng reszte proliny. Aromatyczne i wysoce hydrofobowe aminokwasy nie wy-
stepujg w peptydzie Xj - X3 [30, 50]. W niektorych przypadkach glikozylowana
seryna lub treonina znajduje sie dalej, tj. w odlegtosci 4-5 aminokwasow od C-
terminalnej strony proliny, rzadziej wystepuje po jej A-terminalnej stronie. Druga

TABELA 1 Miejsca przytgczenia reszt O-GIcNAc do biatek jadrowych
Biatko Sekwencja Pozycja

piSmiennictwa
Klasa | (P-X,-X2-X3)

c-MYC FELLPTPPLSPSR [8, 9]
Biatko NPC p62 MAAGPADTSDPL [35]
Polimeraza RNA klasy Il (SIT)P(SIT)SP [46]
TPTSPN [46]
SPTSPT [46]
Czynnik SRF LAPVSASV [69]
NLPGTTSTIQT [69]
SPSAVSSAD [69]
Klasa Il

Czynnik SRF DLTQTSSSGTVTL [69]
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klasa, znacznie mniej liczna, obejmuje te sekwencje, w ktorych nie ma proliny
(tab. 1). Nalezy jednak podkresli¢, ze wszystkie miejsca klasy drugiej wystepuja
w biatkach zawierajacych takze sekwencje klasy pierwszej. Moze to sugerowac,
ze enzymy zaangazowane w O-GlIcNAcylacje inicjalnie rozpoznajg miejsca za-
wierajace proline, a dopiero potem modyfikujg inne reszty Ser/Thr, ktére sg dostepne
w tréjwymiarowej strukturze biatka [30].

ENZYMY PRZYLACZAJACE | USUWAJACE
RESZTY 0-GIcNAc

A-acetyloglukozaminylotransferaza UDP-A-acetyloglukozamina : biatko

W latach dziewiecdziesigtych w laboratorium Harta wyizolowano, oczyszczono
i scharakteryzowano W-acetyloglukozaminylotransferaze UDP-A-acetyloglukozami-
na: biatko (O-GIcNAc transferaza) (EC. 2.4.1) z cytosolu watroby szczura [27,
28]. Enzym ten wykorzystuje UDP-GIcNAc jako donor A-acetyloglukozaminy przy-
Yaczajac jg zaréwno do syntetycznych peptydow (ktorych sekwencja zostata oparta
na znanych miejscach glikozylacji), jak i natywnych biatek [27, 28]. Masa cza-
steczkowa 0-GIcNAc transferazy szczura wyznaczona technikg filtracji zelowej
wynosi 340 kDa. Analiza oczyszczonego ponad 30 000 razy enzymu wykazata,
ze jest on heterotrimerem zbudowanym z dwdch podjednostek a (m. cz. 110 kDa)
oraz jednej podjednostki (3(m. cz. 78 kDa). Bardzo silnymi inhibitorami (9-GIcNAc
transferazy sa UDP, UTP i UDP-GIcNAc. Optymalne pH dla dziatania tego enzymu
wynosi okoto 6,0. Aktywnos$¢ O-GIcNAc transferazy utrzymuje sie na do$¢ wysokim
poziomie przy wzroscie pH do 7,5, lecz gwattownie spada ponizej pH 6,0 [28].
Wersenian sodu tylko w niewielkim stopniu redukuje aktywno$¢ enzymu (ok. 30%),
co sugeruje, ze odmiennie niz inne transferazy nie wymaga on do swojego fun-
kcjonowania obecnosci dwuwarto$ciowych kationéw [28].

Ostatnio sklonowano i scharakteryzowano gen kodujacy katalityczng podjednostke
a O-GIcNAc transferazy [49]. Gen ten jest wysoce konserwatywny i wykazuje
prawie 80% identycznosci u wszystkich badanych Eukaryota (szczur, pies, krolik,
cztowiek), a wiec istnieje mozliwo$é, ze kodowany przez niego enzym spetnia
istotne funkcje w komorce. Stwierdzono, ze O-GIcNAc transferaza w przeciwienstwie
do wszystkich opisywanych wczesniej glikozylotransferaz wystepuje w cytosolu
i w jadrach komorkowych, co pozostaje w zgodzie z lokalizacjg wiekszosci
O-glikozylowanych biatek.

Badania potranslacyjnych modyfikacji (9-GIcNAc transferazy wykazaty 0-gli-
kozylacje enzymu, a takze jego fosforylacje na tyrozynie. Kinazy tyrozynowe moga
wiec odgrywaé role w regulowaniu aktywnosci O-GIcNAc transferazy i tgczyé



GLIKOZYLACJA BIALEK 445

0-GIcNAcylacje z kaskadg przekazywania sygnatu. OGIcNAc transferaza zawiera
w N-terminalnej czesci wiele tandemowo utozonych powtérzern motywéw TPR
(ang. tetratricopeptide repeats; motywy sekwencyjne zawierajgce uktad czterech,
a nastepnie trzech konserwatywnych aminokwaséw). Obecnos¢ motywow TPR,
ktore poSredniczg w interakcjach biatko-biatko, sugeruje, ze specyficznos¢ lub aktyw-
no$¢ OGIcNAc transferazy moze byé regulowana niezaleznie od centrum kata-
litycznego enzymu przez interakcje z czynnikami wigzacymi TPR [49].

(3-A-acetylo-D-glukozaminidaza

W 1994 r. zidentyfikowano i scharakteryzowano P-A-acetylo-D-glukozaminidaze
z cytosolu $ledziony szczura [13]. Oczyszczony ponad 22 000 razy enzym ma
mase czasteczkowg okoto 106 kDa i jest heterodimerem, ktéry skiada sie z pod-
jednostki a (m.cz. 54 kDa) oraz (3(m.cz. 51kDa). Miejsce aktywne enzymu znajduje
sie w podjednostce a. Subkomdrkowe frakcjonowanie wykazato lokalizacje tego
enzymu gtdwnie wjadrach komdérkowych icytosolu oraz jego powszechng obecnos¢
we wszystkich tkankach szczura. Badania te sugerujg, ze |3-/V-acetylo-D-glukoza-
minidaza jest wigczona w usuwanie reszt OGIcNAc z glikoprotein obecnych za-
réowno w przedziale cytoplazmatycznym, jak i nukleoplazmatycznym komérek.

Optymalne pH dla dziatania enzymu wynosi 6,4. W pH ponizej 5,0 zaczyna
on traci¢ aktywnos¢, a w pH 6,0 i wyzszym jg zachowuje. Aktywnos¢ enzymu
jest efektywnie hamowana przez r6zne analogi GIcNAc, takie jak: 1-amino-GIcNAc,
1-azydo-GIcNAc, LOGNAC [lakton 1,5-(2-acetamido-2-deoksy-D-glukonohydro-
ksymowy)] i PUGNAC [0-(2-acetamido-2-deoksy-D-glukopiranozylideno)amino-
N-fenylokarbaminian] [13, 31]. P-A-acetylo-D-glukozaminidaza wykazuje o wiele
wieksza aktywnos$¢ wzgledem syntetycznych glikopeptydéw majagcych OGIcNAc
niz inne heksozaminidazy. W przeciwienstwie do kwasowych lizosomowych he-
ksozaminidaz aktywnos$¢ tego enzymu nie jest hamowana przez GalNAc lub jej
analogi i nie reaguje z przeciwciatami przeciwko kwasowym heksozaminidazom.
Na aktywnos$¢ enzymu nie wplywa obecnos¢ wersenianu sodu [13].

O-GLIKOZYLOWANE BIALKA JADROWE

Glikoproteiny zwigzane z transportem jadrowo-cytoplazmatycznym

Otoczkajgdrowajest substrukturgjadra komdrkowego majacg najwiekszy odsetek
glikoprotein zawierajgcych reszty OGIcNAc. Glikoproteiny te (nukleoporyny) sa
sktadnikami jadrowych kompleksow porowych, w ktérych stanowiag od 2 do 3%
wszystkich biatek. Biatka majace reszty OGIcNAC sg rozpoznawane przez lektyne
z kietkow pszenicy (ang. wheat germ agglutinin - WGA) oraz przeciwciata skie-
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rowane przeciwko biatkom NPC, dla ktérych O-glikozydowo przytgczone reszty
N-acetyloglukozaminy stanowig wazng cze$¢ determinanty antygenowej [65, 74]

Z kolejnosci kodonéw cDNA wydedukowano sekwencje aminokwasowe pieciu
O-glikozylowanych nukleoporyn. Cechg charakterystyczng ich struktury pierwszo-
rzedowej jest wystepowanie pentapeptydowego motywu XFXFG [65].

Gtownym inajlepiej poznanym glikozylowanym biatkiem jadrowych kompleksow
porowych jest glikoproteina p62. Sekwencje aminokwasowg podano dla p62 zaby
Xenopus laevis, szczura, myszy i cztowieka [7, 11, 75]. W czasteczce p62 mozna
wyrozni¢ region C-terminalny z a-heliksowymi domenami zawierajgcymi chara-
kterystyczne powtdrzenia hydrofobowych reszt w heptadach oraz cze$¢ N-terminalng
charakteryzujacg sie wystepowaniem serii zdegenerowanych pentapeptydowych po-
wtérzen XFXFG [6, 65]. Cordes i wsp. [11] z cDNA wydedukowali 526- i 547-
aminokwasowg sekwencje biatka p62 NPC odpowiednio myszy i zaby Xenopus
laevis. Analiza sekwencji tych dwoch biatek wykazata wysokag konserwatywno$é
regionu C-terminalnego, dla ktérego stwierdzono az 87% identycznosci sktadu ami-
nokwasowego. Modyfikacja p62 myszy i zaby Xenopus przez reszty 0-GIcNAc
dotyczy gtéwnie regionu N-terminalnego. W p62 myszy wiekszo$¢ miejsc gliko-
zylacji jest zlokalizowana pomiedzy 222. a 339. aminokwasem i obejmuje 18-22
reszt, a u Xenopus - pomiedzy 153. a 352. aminokwasem i dotyczy 15-18 po-
tencjalnych miejsc glikozylacji.

Czasteczka p62 szczura (525 aminokwasow) zawiera 10-12 reszt A-acetyloglu-
kozaminy [53]. W C-koricowym regionie znajduje sie jedno znane miejsce gli-
kozylacji na Ser 471. Wigkszo$¢ miejsc glikozylacji (60%) w p62 szczura wystepuje
w obrebie szeSciu zgrupowanych reszt seryny w centralnym regionie bogatym w
Ser/Thr znajdujagcym sie pomiedzy Ser 270. a Thr 294. Uwaza sie, ze domena
ta funkcjonuje jako region tgcznikowy pomiedzy cze$cig aminoterminalng o stru-
kturze @i karboksyterminalna o strukturze a-heliksu. O-glikozylacja i fosforylacja
tego tagcznikowego regionu moze prowadzi¢ do dynamicznych zmian konformacji
p62 w czasie montazu i demontazu jagdrowych komplekséw porowych [53].

Emig i wsp. [19] stwierdzili, ze wiele biatek otoczki jadrowej komorek neu-
roblastomy jest sjalowanych, o czym Swiadczy wigzanie lektyny z dzikiego bzu
czarnego (Sambucus nigra agglutinin - SNA), kt6ra rozpoznaje reszty kwasu sja-
lowego przylgczone wigzaniem a-2,6 do galaktozy lub 7/-acetylogalaktozaminy
(GalNAc). Glikoproteina najsilniej reagujaca ze SNA wydaje sie by¢é homologiem
p62 szczura. Autorzy sugeruja, ze reszty kwasu sjalowego sg przytgczone do po-
jedynczych reszt O-GIcNAc, co oznaczaloby, ze SNA wykazuje takze inng niz
poczatkowo sadzono specyficzno$¢. Mechanizm i miejsce takiej glikozylacji nie
sajednak znane. Reszty kwasu sjalowego prawdopodobnie odgrywajg funkcjonalng
role w transporcie jadrowo-cytoplazmatycznym, poniewaz wiazanie SNA blokuje
jadrowy transport biatek [19].
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BiatkaNPC mogaze sobgwchodzi¢ winterakcje i tworzy¢ kompleksy. Kompleksy
nukleoporyn watroby szczura, w ktorych uczestniczy p62, zostaty wyizolowane
i scharakteryzowane przez wielu badaczy [6, 21, 25, 47]. Ustalono, ze p62 szczura
wystepuje w potgczeniu z trzema innymi biatkami o masach czgsteczkowych okoto
58 kDa (p58), 54 kDa (p54) i 45 kDa (p45) [25]. Kompleks ten ma mase okoto
220 kDaizawierapo jednej kopii kazdego z 4 biatek. Polipeptyd p45 byt zasocjowany
z kompleksem tylko wtedy, gdy zastosowano wyjatkowe warunki zapobiegajace
degradacji proteolitycznej podczas jego izolowania. Kompleks wykazuje tendencje
do taczenia sie w struktury oligomeryczne, stad obserwowane wcze$niej réznice
jego masy czasteczkowej [6, 21, 25, 47].

Lokalizacje p62 w architekturze jadrowego kompleksu porowego zbadano przy
wykorzystaniu monoklonalnych przeciwciat RL31, ktére reaguja specyficznie z p62
szczura [25]. Okazato sie, ze p62 wystepuje zarébwno po cytoplazmatycznej, jak
i nukleoplazmatycznej stronie NPC w poblizu centralnego kompleksu kanatowego
(rys. 1). Ta lokalizacja jest zgodna z przypuszczeniami, ze kompleks p62 jest
wiaczony w import biatek dojgdra i eksport RNA oraz moze sugerowaé bezposrednie

RYSUNEK 1. Schemat przedstawiajacy lokalizacje epitopéw gtownych O-glikozylowanych biatek
jadrowego kompleksu porowego (wg [65] zmodyfikowany)
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wigzanie sie p62 z ligandem, ktory jest aktywnie transportowany przez NPC [21,
65].

Na poczatku lat dziewie¢dziesigtych sklonowano i zsekwencjonowano cDNA
dla nukleoporyny o masie czasteczkowej 153 kDa (Nupl53) [54, 77]. W czasteczce
Nupl53 mozna wyrézni¢ 3 domeny: liczace po okoto 600 aminokwaséw domeny
amino- i karboksyterminalng oraz 240-aminokwasowg domene  centralng. W
C-terminalnej czesci Nupl53 znajduje sie powyzej 37 kopii zdegenerowanego penta-
peptydowego motywu XFXFG. Ta cze$¢ Nupl53 komérek Hela jest bogata w
seryne i jest regionem przytaczonych (9-glikozydowo reszt A-acetyloglukozaminy
[54]. W Nupl53 watroby szczura aminokwasy te sg rozproszone w catej czasteczce
[77]. W domenie centralnej Nupl53 zawiera 4 motywy palcéw cynkowych, z ktérych
kazdy ma dwie pary reszt cysteiny (Cys2 - Cys2). Fragment Nupl53 zawierajacy
te motywy wigze DNA w spos6b zalezny od cynku [77]. Sugeruje sig, ze Nupl53
odgrywa role w przytgczaniu transkrybowanych genéw do NPC i utatwia eksport
zsyntetyzowanych RNA [77]. Za stusznoScig tej hipotezy przemawia lokalizacja
Nupl53 w poblizu terminalnego pierscienia ,,koszyka jadrowego” [63]. Bastos i
wsp. [3] sugeruja, ze karboksyterminalna domena Nupl53 reprezentuje miejsce
dokowania dla czgsteczek mRNA wychodzacych z jadra komdrkowego, natomiast
domena aminoterminalna jest wymagana do asocjacji z NPC. Nupl53 jest zaan-
gazowana rowniez w koncowy etap jadrowego importu, czego dowodem jest jej
interakcja z importyng (3 [72].Nupl53 moze zosta¢ oddysocjowana od NPC jako
homooligomer o masie czasteczkowej okoto 1 MDa najprawdopodobniej stanowigcy
oktamer. Lokalizacja Nupl53 i fakt wystepowania w ekstraktach oktamerowego
kompleksu sugeruje, ze nukleoporyna ta stanowi podstawowy szkielet terminalnego
pierscienia ,,koszyka jagdrowego” wykazujacego ukiad oktagonalny [63].

Kolejng glikoproteing jest biatko CAN stanowigce produkt onkogenu CAN
wigczonego w reorganizacje chromosomow zwigzang z biataczkg szpikowg [48],
ktére odpowiada zidentyfikowanej przez Pante i wsp. [64] glikoproteinie jadrowego
kompleksu porowego komoérek BHK o masie 250 kDa (p250). Obecnie biatko
to jest okreslane jako Nup214. Nukleoporyna Nup214 zostata znaleziona zaréwno
po nukleoplazmatycznej, jak i cytoplazmatycznej stronie NPC [4, 23]. Moze by¢
ona komponentem ,koszyka jadrowego” oraz filamentéw cytoplazmatycznych za-
socjowanych z pierScieniem cytoplazmatycznym NPC [48]. Oprocz powtarzajacych
sie w domenie karboksyterminalnej motywéw XFXFG, Nup214 zawiera wiele kopii
tripeptydowego motywu FGQ (ktory jest réwniez obecny w dwdch biatkach NPC
drozdzy - NuplOO i Nupll6/NSP), a takze zdegenerowany tetrapeptydowy motyw
SVFG i tripeptydowy motyw FGG nie znalezione jak dotagd w innych biatkach
NPC. Ponadto w tej domenie znajduje sie znaczna liczba reszt seryny i treoniny
- potencjalnych miejsc wigzania GIcNAc. W domenie centralnej Nup214 zawiera
motyw zamka leucynowego, ktéry moze odgrywac role w interakcjach biatko -
biatko [65].
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Innym waznym sktadnikiem jagdrowego kompleksu porowego jest nukleoporyna
RanBP2/Nup358 (3224 aminokwasy) zawierajgca 26 kopii pentapeptydowego mo-
tywu XFXFG [79,80]. RanBP2/Nup358 wigze sie z przeciwciatami monoklonalnymi
RL1, ktére rozpoznajg specyficznie biatka NPC posiadajgce reszty O-GIcNAc, ale
w przeciwienstwie do pozostatych biatek tej rodziny nie wigze WGA, co wskazuje,
ze liczba reszt 0-GIcNAc w tym biatku jest raczej mata [65]. Oprocz powtdrzen
pentapeptydowych sekwencji XFXFG, w pierwszorzedowej strukturze biatka mozna
wyrézni¢ osiem motywéw palcéw cynkowych podobnych do tych wystepujacych
w Nupl53 oraz N-terminalng bogatg w leucyne domene zawierajgcg motyw zamka
leucynowego [79]. Lokalizacja RanBP2/Nup358 w obrebie filamentéw cytopla-
zma-tycznych NPC moze sugerowac, ze stanowi ona najprawdopodobniej miejsce
inicjalnego wigzania transportowanego substratu [79]. Ponadto RanBP2/Nup358
wigze mala GTPaze Ran/TC4 bedacg gtdwnym czynnikiem komoérek ssakow
i oocytdw Xenopus laevis zangazowanym bezposrednio w import biatek i eksport
RNA przez NPC na etapie zaleznej od energii translokacji oraz przytacza biatka
stymulujace aktywno$¢ GTPazowg Ran - RanGAPI i RanBPI. W sekwencji ami-
nokwasowej RanBP2/Nup358 znajdujg sie 4 domeny wigzgce Ran/TC4-GTP homo-
logiczne do wystepujgcych w biatku RanBPI rowniez wigzagcym Ran/TC4-GTP
[10, 56, 57, 60, 61, 80].

W 1995 r. zidentyfikowano i scharakteryzowano O-glikozylowane biatko ekstra-
ktéw jaj Xenopus laevis o masie czasteczkowej 97 kDa, ktére jest pierwsza nu-
kleoporyng kregowcéw zawierajaca powtdrzenia tetrapeptydowego motywu GLFG
charakterystycznego dla nukleoporyn drozdzy [66]. Radu i wsp. [68] z kolejnosci
kodonéw w cDNA okreslili sekwencje nukleoporyny szczura o masie czgsteczkowej
98 kDa (937 aminokwaséw) - homologu 97 kDa nukleoporyny Xenopus laevis.
Powers i wsp. [66] przy zastosowaniu mikroskopii immunofluorescencyjnej stwier-
dzili, ze wystepuje ono przy otoczce jadrowej oraz wewnatrz jadra. Nup98/p97
podobnie jak nukleoporyny drozdzy w karboksyterminalnej domenie zawiera motyw
wigzacy RNA [66]. Jak wykazano ostatnio, Nup98 nie jest zaangazowana w import
biatek do jadra, ale stanowi istotny element mechanizmu eksportu RNA [67].

O-glikozylowanymi sg réwniez integralne biatka btonowe zakotwiczone w,, btonie
porowej” otoczki jgdrowej powstajacej w miejscu zetkniecia sie jej zewnetrznej
i wewnetrznej btony od strony jadrowego kompleksu porowego. Integralne biatko
btonowe jadrowego kompleksu porowego POM121 wiaze WGA, a wiec posiada
reszty 0-GIcNAc. W POM121 mozna wyréznié¢ 44-aminokwasowy segment trans-
membranowy, krotkg 28-aminokwasowg domene N-terminalng ulokowang w prze-
strzeni miedzybtonowej otoczki jadrowej oraz dtuga, stanowigca ponad 90% masy
catego biatka domene C-terminalng (1127 aminokwasow), w ktorej zlokalizowane
sq miejsca glikozylacji oraz charakterystyczne dla rodziny nukleoporyn powtérzenia
motywu sekwencjnego XFXFG (23 kopie). Uwaza sie, ze POM121 podobnie jak
inna integralna glikoproteina btonowa gp210 uczestniczy w przytgczaniu NPC do
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»btony porowej” otoczki jadrowej [26]. Segment transmembranowy zakotwiczajgcy
POM121 w ,btonie porowej” otoczkijgdrowej oddziatuje z analogicznymi odcinkami
innych biatek, o ile majg strukture a-heliksu (np. gp210) tworzac dimer.

Jak dotad nie rozstrzygnieto kwestii roli O-glikozylacji w transporcie jadrowo
- cytoplazmatycznym. WGA iprzeciwciata monoklonalne przeciwko glikoproteinom
jadrowego kompleksu porowego blokuja transport RNA i biatek posiadajacych se-
kwencje lokalizacji jadrowej (ang. nuclear localization sequence lub signal - NLS)
[1, 12, 22, 24, 59]. Okazato sie, ze chociaz pozbawienie cytosolowego ekstraktu
jaj Xenopus laevis glikoprotein zawierajgcych O-GIcNAc pozwala na odtworzenie
niezmienionych morfologicznie jadrowych kompleksow porowych, to jednak sg
one niezdolne do wigzania i translokacji transportowanych substratow [38, 58].
Glikoproteiny jadrowych komplekséw porowych unieruchomione na ztozu Se-
pharose-WGA lub monoklonalne przeciwciata pozbawiajg reticulocyty rozpusz-
czalnych cytosolowych czynnikow odpowiedzialnych za posredniczenie w
transporcie biatek jadrowych [76]. Sugeruje to bezposrednie interakcje biatek ma-
jacych reszty (9-GIcNAc z rozpuszczalnymi czynnikami uczestniczgcymi w trans-
porcie jgdrowo-cytoplazmatycznym.

Niezaleznie od ogromnego znaczenia glikoprotein NPC w transporcie jadro-
wo-cytoplazmatycznym rola ich reszt cukrowych jest nieznana [39]. Aby rozstrzyg-
nac te kwestie, odtworzono jadrowe kompleksy porowe Xenopus laevis z biatkami
zawierajgcymi reszty 0-GIcNAc zmodyfikowane przez enzymatyczne przytaczenie
galaktozy [58]. Nie stwierdzono zadnego wptywu tej modyfikacji ani na strukture
NPC, ani na transport jagdrowy, a wiec wydaje sie, ze same reszty O-GIcNAc
nie sg krytyczne dla funkcjonowania komplekséw porowych.

U drozdzy obecnie zidentyfikowano ponad trzydzieSci nukleoporyn [2, 7, 14,
20, 62]. Niektdre z nich, np. Nspl i Nupl, reaguja z przeciwciatami wytworzonymi
przeciwko nukleoporynom szczura i jak stwierdzono zawierajg regiony z powta-
rzajgcymi sie sekwencjami FXFG. Nie zaobserwowano jednak wystepowania reszt
O-GIcNAc w zadnym z biatek NPC drozdzy, ani tez WGA nie wigze sie z NPC
drozdzy [20, 40]. Duverger i wsp. [16, 17, 18] zaproponowali interesujacg hipoteze
udziatu reszt cukrowych w transporcie jadrowo-cytoplazmatycznym jako niepep-
tydowych sygnatow lokalizacji jadrowej. Przeprowadzili oni wnikliwe badania im-
portu syntetycznych glikoprotein (neoglikoprotein) w komodrkach HelLa
permeabilizowanychdigitoning. Neoglikoproteine stanowita albumina surowicy wotu
z przytaczonymi resztami cukrowymi. Stwierdzono, ze import neoglikoprotein jest
uzalezniony od rodzaju przytgczonych reszt cukrowych. Neoglikoproteiny zawie-
rajgce A-acetylogalaktozamine oraz mannozo-6-fosforan lub galaktozo-6-fosforan
nie byly transportowane do jagdra komdrkowego w przeciwienstwie do tych po-
siadajacych nieufosforylowang mannoze, glukoze, fukoze czy di-N-acetylochito-
bioze. Okazalo sie takze, ze import neoglikoprotein podobnie jak import biatek
jest procesem wymagajgcym energii. Jesli badane komorki byty inkubowane w
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temperaturze 4°C lub pozbawione ATP przez dziatanie apyrazy, nie obserwowano
przechodzenia glikokoniugatéw do jadra. Podobne rezultaty otrzymano po inkubacji
komorek z WGA. Jednak w przeciwieAstwie do importu biatek posiadajgcych NLS,
import neoglikoprotein nie wymaga dodatkowych czynnikdw cytosolowych, co
Swiadczy o odmiennym mechanizmie tych dwdch procesoéw transportu.

Glikoproteiny zwigzane z procesem transkrypcji

Na poczatku lat dziewiecdziesigtych w laboratorium Harta stwierdzono, ze duza
katalityczna podjednostka polimerazy RNA klasy Il moze by¢ takze O-glikozylowana
w swojej wysoce konserwatywnej C-terminalnej domenie (CTD) [46]. CTD jest
regionem zawierajgcym heptapeptydowe moduty sekwencyjne -(Tyr-Ser-Pro-Thr-
Ser-Pro-Ser)- powtarzajace sie ponad 50 razy w enzymach Eukaryota. Na podstawie
ruchliwosci elektroforetycznej w zelu poliakrylamidowym z SDS i poziomu fo-
sforylacji domeny CTD wyr6zniono dwie rézne formy polimerazy RNA klasy Il.
Pierwsza okreslona jako Ho (m. cz. 240 kDa) jest znacznie ufosforylowana w
obrebie catego regionu CTD majgcego powtarzajace sie sekwencje. Natomiast druga
- Illa (m. cz. 215 kDa) jest niefosforylowana i to wiasnie ta forma moze by¢
modyfikowana przez reszty O-GIcNAc [33, 35, 46]. Reszty cukrowe nie sg wy-
krywane w ufosforylowanej formie enzymu (llo), zatem fosforylacja i O-glikozylacja
CTD polimerazy RNA sg modyfikacjami wzajemnie wykluczajacymi sie. Polimeraza
RNA Kklasy Il wydaje sie wystepowa¢ w komorce w trzech izoformach: enzym
niezmodyfikowany, fosforylowany (llo) i glikozylowany (lla). Polimeraza RNA
Ilapreferencyjnietgczy sie ztranskrypcyjnym kompleksem preinicjacji [52]. Sugeruje
sie, ze O-glikozylowana forma lla jest wigczona w tworzenie kompleksu inicjacji
dzieki oligomeryzacji z czynnikami transkrypcyjnymi (réwniez modyfikowanymi
przez O-GIcNAc) poprzez interakcje typu cukier-cukier lub biatko(a) lektynopo-
dobne - glikoproteina. Po wytworzeniu kompleksu inicjacji polimeraza RNA lla
jest szybko deglikozylowana i nastepnie szybko fosforylowana do formy llo, ktéra
uczestniczy w elongacji transkrypcji [35] (rys. 2). Zréznicowane modyfikacje CTD
moga wplywacé na regulacje ekspresji gendw transkrybowanych przez polimeraze
RNA Kklasy II.

Wszystkie badane do tej pory czynniki transkrypcyjne polimerazy RNA klasy
I, w przeciwienstwie do czynnikéw polimeraz klas I i I1l, okazaly sie by¢ mody-
fikowane przez reszty O-GIcNAc [42, 43, 69]. Jackson i Tjian [42, 43] wykazali
obecnos¢ reszt GIcNAc w dwoch formach czynnika transkrypcjnego Spl komérek
HeLa (m. cz. 95 i 105 kDa) przytagczajacych sie do GC-box promotora jak rowniez
w dwéch czynnikach z grupy CTF (ang. CCAAT-binding transcriptionfactor) (m.
cz. 62 i 64 kDa) przytaczajgcych sie do sekwencji CCAAT. Glikozylowana forma
Spl wydaje sie byé bardziej efektywna w aktywacji transkrypcji od nieglikozylo-
wanej. Stwierdzono, ze WGA silnie wigze sie z czynnikiem Spl poprzez reszty
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RYSUNEK 2. Model przedstawiajgcy udziat 0-GIcNAcylacji karboksyterminalnej domeny (CTD)
polimerazy RNA klasy Il oraz jej czynnikdw transkrypcyjnych w inicjacji transkrypcji (wg [35] zmo-
dyfikowany): TBP (ang. TATA box-binding protein) - biatko wigzace sie z motywem TATA; TF (ang.
transcriptionfactor) - czynnik transkrypcyjny; Pol Il RNA - polimeraza RNA Klasy Il
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0-GIcNAc i hamuje aktywacje transkrypcji, ale nie wptywa na przytaczanie Spl
do DNA.

Ostatnio stwierdzono interakcje pomiedzy czynnikiem transkrypcyjnym Spl a
biatkiem jadrowych komplekséw porowych p62 in vitro i in vivo [32]. Regionem
p62 niezbednym do zwigzania Spl jest odcinek C-koricowy, w ktérym nie wystepujg
reszty A-acetyloglukozaminy, co sugeruje, ze gtdwny sposéb interakcji pomiedzy
Spl i p62 nie zalezy od glikozylacji p62. Autorzy nie odrzucajg jednak catkowicie
mozliwos$ci udziatu w tych interakcjach reszt O-GIcNAc czynnika Spl lub N-ter-
minalnej czesci p62. Obserwowana zdolnos¢ interakcji Spl z p62 moze ttumaczy¢
utatwienie translokacji czynnikéw podobnych do Spl na peryferie jgdra komor-
kowego, gdzie zachodzi transkrypcja. Stwierdzona interakcja Spl z p62 pozostaje
w zgodzie z koncepcja, ze jadrowy kompleks porowy gcznie z innymi elementami
struktury matriks jadrowej odgrywa role w przestrzennej organizacji procesu trans-
krypciji.

Czynnik wrazliwosci na surowice krwi SRF (ang. serum response factor) jest
powszechnym 508-aminokwasowym czynnikiem transkrypcyjnym, ktéry wigze sie
ze SRE (ang. serum response element) - regulatorowym elementem zlokalizowanym
w promotorach wielu gendéw, ktdre sg szybko transkrybowane w nastepstwie sty-
mulacji komérek przez czynniki wzrostu [69]. Reason i wsp. [69] wykazali obecnos¢
oraz okreslili lokalizacje reszt O-GIcNAc na czynniku transkrypcyjnym p67SRF
ulegajacym ekspresji w linii komérek owadéw. Cztery miejsca O-GIcNAcylacji
w rekombinantach p67SRF zidentyfikowano w C-terminalnym regionie biatka. Trzy
sposrod tych miejsc zawierajg reszty seryny w krétkich tandemowych powtérzeniach.
Najwiekszy poziom glikozylacji stwierdzono na resztach seryny (Ser)3 w peptydzie
rozciggajacym sie miedzy 374. a 391. aminokwasem, ktéry jest usytuowany w
domenie transaktywacji. Pozostate miejsca glikozylacji p67 R sg zlokalizowane
w regionie biatka pomiedzy domeng wigzacg DNA itransaktywacji. Zadne z czterech
miejsc glikozylacji nie znajdowato sie w poblizu miejsc fosforylacji katalizowanej
przez kinaze kazeinowg Il. Fakt, ze jedno miejsce glikozylacji w p67SRF jest zlo-
kalizowane w domenie transaktywacji, a trzy inne w regionie pomiedzy domeng
wigzacg DNA i aktywacji, sugeruje, ze glikozylacja moze odgrywac role w kon-
trolowaniu transkrypcji. Mozliwe, ze in vivo reszty O-GIcNAc na czynnikach trans-
krypcyjnych, takich jak SRF, odgrywajg role w regulowaniu ich obrotu meta-
bolicznego, lokalizacji jadrowej, kontrolowaniu fosforylacji lub posredniczeniu w
odwracalnej asocjacji z innymi czynnikami transkrypcyjnymi i/lub polimeraza RNA
klasy II.

Glikozylowany jest takze receptor estrogendw (ER) [44]. Receptor estrogenow
jest aktywowanym przez ligand czynnikiem transkrypcyjnym, ktéry moduluje spe-
cyficznie ekspresje genu poprzez wigzanie si¢ ze specyficznymi sekwencjami regu-
latorowymi DNA okreslanymi jako sekwencje warunkujace odpowiedz na estrogen
(ang. estrogen response elements - ERE). Prawie wszystkie receptory hormonow
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sterydowych sg fosfoproteinami. ER myszy i cztowieka jest hiperfosforylowany
na resztach seryny w obecnosci estradiolu. Stwierdzono réwniez fosforylacje ty-
rozyny. Jiang i Hart [44] wykazali, ze znaczna populacja (10% lub wiecej) receptoréow
estrogendéw myszy, wotu i cztowieka jest takze modyfikowana przez O-GIcNAc,
a gtéwne miejsce przytaczenia reszty cukrowej stanowi Thr 575. wystepujaca w
sekwencji PEST w karboksyterminalnej domenie F. Autorzy nie wykluczajg mo-
zliwosci 0-GIcNAcylacji réwniez Ser 576.. Sugeruje sig, ze dynamiczna O-gli-
kozylacja ER moze odgrywaé kluczowg role w regulacji transkrypcji przez
modulowanie aktywnosci tego czynnika. Z drugiej strony glikozylacja w regionie
PEST moze zabezpiecza¢ biatko przed proteoliza.

W laboratorium Harta udowodniono, ze c-MYC produkt protoonkogenu c-MYC
(439-aminokwasowe biatko jadrowe) bedacy fosfoproteing ma réwniez reszty
O-GIcNAc [8, 9]. Modyfikacje c-MYC przez reszty GIcNAc wykazano miedzy
innymi stosujgc chromatografie powinowactwa na ztozu Sepharose-WGA oraz ko-
walencyjne przytaczanie galaktozy ze znakowanej UDP[3H]-galaktozy przy udziale
|3-D-galaktozylotransferazy UDPgalaktoza: A-acetyloglukozamina mleka krowy. Za-
stosowanie PNGazy F (odtgczajacej reszty cukrowe potaczone A-glikozydowo) nie
usuneto znakowania, co wykazato, ze reszty A-acetyloglukozaminy w ¢c-MYC sa
przytaczone 0-glikozydowo. Glowne miejsce O-GlcNAcylacji zlokalizowano
w A-terminalnie potozonej domenie aktywacji transkrypcji i jest nim treonina w
pozycji 58., ktéra stanowi takze gtowne miejsce fosforylacji in vivo [9]. Mutacja
Thr58. okre$lanej mianem ,,gorgcego miejsca” c-MY C czesto stwierdzana w biatkach
v-Myc retrowiruséw, w chioniaku Burkitta i biataczkach zwigzanych z AIDS po-
woduje zwiekszenie zdolnosci do transformacji nowotworowej komérek w kulturach
oraz wzrost indukcji nowotworowej u zwierzat. Wymienna glikozylacja i fosforylacja
tej majacej duze znaczenie biologiczne reszty aminokwasowej moze odgrywac¢ wazng
role regulacyjng w funkcjonowaniu c-MYC [8, 9].

Biatko p53 bedace supresorem nowotworéw i czynnikiem transkrypcyjnym, zmu-
towane w okoto potowie wszystkich ludzkich nowotwordw, jest O-glikozylowane
w swojej C-terminalnej domenie. p53 z ludzkich komérek linii EB-1 ma wysoka
transkrypcyjna aktywnos$¢ i wysokie powinowactwo do wigzania DNA. Biologiczna
aktywnos¢ i powinowactwo do DNA p53 z EB-1 sg zalezne od obecnosci reszt
O-GIcNAc, ktére maskujg zasadowy region C-terminalnej czesci p53 normalnie
hamujacy wigzanie DNA. Dynamiczna O-GIcNAcylacja tego regionu moze od-
grywac role w modulowaniu powinowactwa biatka do DNA [73].

O-glikozylowany jest takze duzy antygen T wirusa SV40 (m. cz. 90 kDa), ktéry
odgrywa podstawowg role w wirusowej infekcji komdrek gospodarza. Wykazuje
on wiele biologicznych wiasciwosci, takich jak: wigzanie DNA, hydroliza ATP,
wigzanie i inaktywacja biatek supresorowych p53 i produktu genu siatkowczaka
RB (retinoblastoma) (pllIORb) [55]. Medina i wsp. [55] wykazali obecno$¢ reszt
O-GIcNAc w A-terminalnym regionie antygenu T. Gtéwne miejsce O-glikozylacji
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znajduje sie na resztach seryny w pozycji 111. i 112., gdyz podstawienie tych
reszt alaning powoduje znaczace obnizenie ilosci przytaczanej do antygenu T [3H]-
glukozaminy. Reszty seryny 111. i 112. moga odgrywa¢ wazng role w funkcjo-
nowaniu antygenu T. Przede wszystkim reszty te znajdujg sie w regionie
odpowiedzialnym za wigzanie produktu genu RB retinoblastomy (aminokwasy od
105. do 115.), a wiec niewykluczone, ze ich modyfikacja przez O-GIcNAc wptywa
na interakcje z biatkiem plIORb. Ponadto podstawienie tych reszt seryny alaning
powoduje znaczne obnizenie wydajnosci replikacji wirusa SV40. Seryny 111. i
112. sg znanymi miejscami fosforylacji, a seryna 112. jest fosforylowana in vitro
przez kinaze kazeinowa Il. Istnieje mozliwos$é, ze in vivo reszty O-GIcNAc wsp6t-
zawodniczg z resztami fosforanowymi o te miejsca, co stuzy regulacji poziomu
fosforylacji biatka [55].

PODSUMOWANIE

Pomimo tego ze O-glikozylacje biatek jadrowych odkryto juz kilkanascie lat
temu, modyfikacja ta nadal nie jest w wystarczajagcym stopniu poznana. Obecnie
wiadomo, ze O-GIcNAcylacja jest modyfikacja bardzo powszechng i dynamiczna.
Nie rozstrzygnieto jednak kwestii jej funkcjonalnego znaczenia w komérce, cho¢
istniejg na ten temat pewne sugestie. Szczegdlnie interesujaca wydaje sie koncepcja
roli O-glikozylacji jako antagonisty fosforylacji. Wspo6tzawodnictwo pomiedzy re-
sztami O-GIcNAc i fosforanowymi o miejsca wigzania moze przyczynia¢ sie do
bardziej ztozonej, niz poczatkowo sadzono, regulacji szeregu proceséw komor-
kowych, np. transkrypcji. Dalsza identyfikacja miejsc przytgczania reszt O-GIcNAc
do biatek jest wiec istotna dla zrozumienia funkcjonalnej roli tej modyfikacji w
komarce. Wydaje sig, ze obserwowany ostatnio rozwéj metod chemicznych i immu-
nologicznych wykorzystywanych do badania glikoprotein oraz dostepno$¢ inhibi-
toréw enzymow wigczonych w glikozylacje i deglikozylacje pozwolg w niedalekiej
przysztosci uzyskaé odpowiedz na najbardziej nurtujace pytania dotyczace znaczenia
Oglikozylacji biatek jadrowych.
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