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W tym zeszycie „Postępów Biologii Komórki

Regulacja cyklu komórkowego jest omawiana w dwu publikacjach 
obecnego zeszytu „Postępów”:
Na stronie 569 Czytelnik znajdzie relację z konferencji poświęconych 
temu zagadnieniu w związku z 30-leciem odkrycia czynnika cytopla- 
zmatycznego odpowiedzialnego za rozpoczęcie fazy M cyklu. Czynnik 
ten o nazwie MPF (Maturation Promoting Factor) wykryli w oocytach 
żaby Masui i Market w 1971 roku. Wykazano, że MPF jest kompleksem 
dwóch białek: kinazy białkowej zależnej od cykliny -  CDK (Cycline-De- 
pendentKinase) oraz cykliny-jednostki regulatorowej.
Na stronie 481 można znaleźć pracę o białku p27, jednym z inhibitorów 
kinaz zależnych od cyklin. Białko to nie tylko kontruluje cykl komórkowy 
przez regulację aktywności kompleksów CDK i cyklin, ale uczestniczy 
również w indukcji apoptozy. Ten ostatni wpływ nie jest dobrze poznany, 
ale budzi zainteresowanie wobec zaburzenia ekspresji p27 w rozro
stach nowotworowych.
Na komórkach nowotworów pochodzenia neuroektodermalnego, z 
układu krwiotwórczego i mięsaków z mięśni poprzecznie prążkowanych 
występuje białko określane jako CD56 albo NCAM. Jest to białko 140 
kD nerwowej cząsteczki adhezyjnej, której budowę, biosyntezę i pra
wdopodobne funkcje opisano na stronie 599.
Chcemy zwrócić uwagę Czytelników na publikowane w internecie stre
szczenia artykułów ukazujących się w „Postępach Biologii Komórki” pod 
adresem:
www.mol.uj.edu.pl/pbk
Streszczenia są w języku polskim i angielskim. Nie jest to może jeszcze 
prowadzone bardzo sprawnie, ale czynimy starania, aby ten sposób 
przekazywania informacji poprawić.

http://rcin.org.pl

http://www.mol.uj.edu.pl/pbk


Wykaz recenzentów z tomu 27, 2000* 
Referees of the volume 27 2000

doc. dr hab. M. Balińska
prof. dr hab. S. B iliński,
prof. dr hab. M. Drożdż,
prof. dr hab. B. Grzelakowska-Sztabert
doc. dr hab. A . Guzdek
doc. dr hab. B. Kamińska,
prof. dr hab. J. Kawiak,
prof. dr hab. W. Kilarski,
prof. dr hab. A. K. K ononow icz
prof. dr hab. W. Korohoda
prof. dr hab. M. Kossut
prof. dr hab. H. Krzanowska
prof. dr hab. P. Laidler
prof. dr hab. J. Legocka
prof. dr hab. S. Lewak
prof. dr hab. J. Limon

prof. dr hab. M. J. O lszew ska, 
prof. dr hab. Z. Osuchowska  
prof. dr hab. B. P łytycz 
prof. dr hab. J. Rafałowska  
doc. dr hab. J. A. Siedlecki 
prof. dr hab. P. Stępień, 
prof. dr hab M. Stryjecka-Zimmer 
doc. dr hab. J. Stym a  
doc. dr hab. A. Szew czyk  
doc. dr hab. L. W italińska 
prof. dr hab. M. Zabel, 
prof. dr hab. T. Zalewski 
prof. dr hab. J. Żeromski

*Lista ta będzie uzupełniona w zeszycie PBK 1/2001.

http://rcin.org.pl
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ROLA W APNIOW EGO SYSTEM U PRZEKAZYW ANIA  
SYGNAŁÓW  W REGULACJI W ZROSTU ŁAGIEW EK  

PYŁKOW YCH

R O L E  O F  C A L C IU M  S IG N A L L IN G  
IN  T H E  P O L L E N  T U B E  G R O W T H  R E G U L A T IO N

Elżbieta BEDNA RSKA 1, Marta LENARTOW SKA 2

N akład Biologii Eksperymentalnej, Instytut Biologii i Ochrony Środowiska WSP 
w Słupsku, "Pracownia Biologii Rozwoju,

Instytut Biologii Ogólnej i M olekularnej, UMK w Toruniu

Streszczenie: Wzrost łagiewki pyłkowej roślin okrytonasiennych stanowi ważny model badań nad 
funkcjonowaniem systemu przekazywania informacji u roślin. W ciągu ostatniego 10-lecia hodowane 
w warunkach in vitro łagiewki pyłkowe były szeroko wykorzystywane w badaniach biochemicznych i 
cytofizjologicznych. Badania skoncentrowane były na poznaniu molekularnych zjawisk włączających 
jony wapniowe w mechanizmy odpowiedzialne za regulację wzrostu i orientacji łagiewki pyłkowej. W 
obecnej pracy przedstawione zostały wyniki badań nad regulacją homeostazy wapniowej w łagiewkach 
pyłkowych, funkcjonowaniem fosfatydyloinozytolowego szlaku transdukcji sygnałów podczas jej 
wzrostu oraz rolą cytosolowego poziomu wolnych Ca2+ w reorientacji kierunku wzrostu łagiewek.
(Postępy Biologii Komórki 2000: 27: 467-479)

Słowa kluczowe: transdukcja sygnałów, jony wapnia, łagiewka pyłkowa, ukierunkowanie wierzchoł
kowego wzrostu

Summary: Angiosperm pollen tube growth is recognised as an important model for studies of signal 
transduction in plants. In the past 10 years this field of research has expanded significantly. Recent studies 
has been focused on the molecularevents involving calcium ions in mechanisms of the pollen tube growth 
and orientation. Important results on the biochemical and physiological aspects of the molecular 
regulation of these processes have been reported. The following review attempts to cover these issues. 
The aim of this paper is to present a general overview of the calcium homeostasis regulation in developing 
pollen tube, the involvement of the phosphatidylinositide signal transduction pathway during pollen tube 
growth and the signaling role for cytosolic free Ca2+ in the tube reorientation.
(.Advances in Cell Biology 2000; 27: 467-479)

Key words: signal transduction, calcium ions, pollen tube, orientation of pollen tube tip growth

http://rcin.org.pl



468 E. BEDNARSK A, M. LENARTOW SKA

1. WSTĘP

Zarówno u roślin, jak i u zwierząt przekazywanie sygnałów w komórce odbywa 
się drogą fosfatydyloinozytolową z udziałem Ca2+ jako wtórnego przekaźnika in
formacji [3, 7, 50, 51, 52, 60]. Modelem pozwalającym na prowadzenie szerokiego 
spektrum badań nad funkcjonowaniem tego systemu u roślin są kiełkujące ziarna 
pyłkowe i rosnące łagiewki pyłkowe roślin kwiatowych. W ynika to w głównej 
mierze z tego, iż:

( 1 ) ziarna pyłkowe stosunkowo łatwo kiełkują w warunkach in vitro, stanowiąc 
w ten sposób dogodny model do badań eksperymentalnych,

(2 ) w modelu tym mamy do czynienia ze wzrostem tylko jednej komórki, zatem 
jej wzrost może być łatwo monitorowany,

(3) rosnąca łagiewka pyłkowa charakteryzuje się spolaryzowanym i bardzo szyb
kim wzrostem; jak  obliczono u Lilium  mająca ok. 16 pm średnicy łagiewka pyłkowa 
rośnie w tempie ok. 1 0  pm  • s_ , co wymaga produkcji 1 , 6  pm  ściany na sekundę 
[21].

W iadomo również, że u roślin kwiatowych występuje zjawisko samoniezgodności, 
którego funkcjonowanie wymaga wymiany informacji między pyłkiem a słupkiem 
[20,24,31 ]. Problematyka badawcza, w której wykorzystywane są łagiewki pyłkowe, 
jest skierowana na poznanie funkcjonowania elementów zaangażowanych w w a
pniowy system przekazywania informacji u roślin, a także na wyjaśnienie m e
chanizmów reorientacji polarnego wzrostu komórki. W warunkach in vivo łagiewka 
pyłkowa musi bowiem dostosować kierunek swego wzrostu względem miejsca lo
kalizacji mikropyle zalążka, przez który wrasta do woreczka zalążkowego.

2. UDZIAŁ JONÓW Ca2+ W KIEŁKOWANIU ZIAREN 
PYŁKOWYCH I WZROŚCIE ŁAGIEWEK PYŁKOWYCH

Trwające od lat 60. badania wykazały, że jony wapniowe odgrywają kluczową 
rolę w regulacji kiełkowania ziaren pyłkowych i wzrostu łagiewek pyłkowych [18, 
19, 35, 59]. W charakteryzujących się polarnym wzrostem łagiewkach obecny jest 
specyficzny gradient Ca2+-najw yższy  poziom tych jonów występuje w wierzchołku 
łagiewki i obniża się w kierunku jej podstawy (ang. tip-to-base). Stabilność gradientu 
Ca2+ warunkuje prawidłowy rozwój łagiewki pyłkowej. W wyniku jego ekspe
rymentalnego zakłócenia, np. w środowisku buforów chelatujących Ca"+ [44], za
stosowania inhibitorów kanałów wapniowych [4,36,37] i czynników mobilizujących 
cytoplazmatyczne rezerwy Ca2+ [15], następują zaburzenia wierzchołkowego wzro
stu łagiewki pyłkowej aż do jego całkowitego zahamowania.
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Stężenie wolnych Ca2+ w łagiewkach pyłkowych Lilium longiflorum  waha się 
od około 3 pM  w  szczytowej części wierzchołka do około 0,5 pM w odległości 
5 pm  od niego i tylko 0,2 pM  30 pm poniżej szczytu łagiewki [45]. Poziom 
[Ca2+]c w wierzchołku rosnącej łagiewki nie jest stały. U L. longiflorum  rejestrowano 
szybkie oscylacje stężenia Ca +, których czas w zależności od zastosowanej metody 
pomiaru [Ca2+] określono jako ok. 40-sekundowy [36] lub 23-sekundowy [45]. 
Sugeruje się, że zjawisko to jest efektem krótkotrwałej, podwyższonej aktywacji 
kanałów wapniowych w plazmolemie szczytowej części łagiewki [45] i/lub dostępu 
wolnych jonów  Ca2+ do błony komórkowej [21, 25]. Szybkie oscylacje poziomu 
Ca2+ w łagiewce skorelowane są z tempem jej wzrostu -  podwyższaniu poziomu 
Ca2+ towarzyszy pulsowy wzrost wierzchołka łagiewki [21,36]. Podczas gdy zmiany 
aktywności kanałów wapniowych mogą regulować transport Ca"+ do cytosolu, zm ia
ny w strukturze ściany komórkowej na rosnącym wierzchołku łagiewki mogą być 
odpowiedzialne za dostępność tych jonów do jej plazmolemy. Wydzielany przez 
pęcherzyki nośnikowe aparatu Golgiego materiał ścianowy zawiera głównie estry
fikowane pektyny [23,25,27], które nie wiążąjonów Ca2+ [10]. Obecne w środowisku 
wzrostu łagiewki Ca“+ bez przeszkód docierają do plazmolemy i mogą być pobierane 
do cytoplazmy. Estryfikowane pektyny jednakże bardzo szybko ulegają procesowi 
demetylacji [23,25], co prowadzi do odsłonięcia grup karboksylowych kwasu poliga- 
laktouronowego. Ujemnie naładowane grupy COCT wiążą wolne jony wapniowe 
[ 1 0 ], co z jednej strony prowadzi do usztywnienia ściany łagiewki pyłkowej, z 
drugiej zaś -  może blokować dostęp Ca2+ do błony komórkowej. Efektem tego 
zjawiska jest ograniczenie pobierania tych jonów do cytoplazmy łagiewki. Ponowny 
wzrost pobierania pojawia się w momencie fuzji nowej porcji pęcherzyków do
starczających do ściany komórkowej estryfikowane pektyny i/lub wbudowujących 
do plazm olem y białka kanałowe.

2.1. R egu lac ja  hom eostazy  [C a2+]c

Hom eostaza wapniowa w komórce utrzymywana jest dzięki funkcjonowanu ka
nałów oraz pomp wapniowych [7, 9]. Badania łagiewek pyłkowych ujawniły, że 
ich plazm olem a wyposażona jest w potencjało-zależne [4, 14, 33] i aktywowane 
naprężeniem błony (ang. stretch-activated) kanały wapniowe [34, 44]. Zarówno 
zastosowanie inhibitorów napięciowo-zależnych kanałów wapniowych [4], jak i 
działanie pola elektrycznego [33] powodowało zmiany poziomu pobierania egzo
gennego wapnia. Kanały wapniowe zlokalizowane są na szczycie wierzchołka wzro
stu łagiewki pyłkowej i są aktywne tylko podczas jej wzrostu. Uważa się, że białka 
kanałowe przenoszone są w błonach pęcherzyków Golgiego i wbudowywane do 
plazm olem y w procesie egzocytozy [45]. Po ich włączeniu do błony komórkowej 
następuje gwałtowne nasilenie aktywności kanałów -  tempo pobierania egzogennych 
Ca2+ osiąga najwyższy poziom. Powierzchnia pobierania Ca2+ przez plazmolemę

ROLA W APNIOW EGO SYSTEM U PRZEKAZYW ANIA SYGNAŁÓW  469
W REGULACJI WZROSTU ŁAG1EWEK PYŁKOWYCH
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470 E. BEDNARSK A, M. LENARTOW SKA

może być ograniczona do tzw. „łatki”, której średnica nie przekracza 2,5 pm. Od 
tego miejsca Ca2+ dyfundują w głąb cytoplazmy łagiewki. Fuzja nowej porcji pę
cherzyków z plazm olem ą powoduje odsunięcie „starszych” fragmentów błon od 
szczytu łagiewki i inaktywację wcześniej wbudowanych kanałów. Dynamikę po
bierania Ca2+ określono u Nicotiana na ok. 4 pmol • cm “ 2  • s“ 1 [14], natomiast 
u Lilium  na około 1,4 do 14 pmol • cm - 2  • s- 1  w zależności od stadium rozwojowego 
łagiewki pyłkowej [44]. Utrzymanie odpowiedniego potencjału błonowego w wie
rzchołkowej części łagiewki sugeruje, iż procesowi temu winno towarzyszyć po
bieranie anionów, które równoważą dodatni ładunek Ca2+ [14].

Precyzyjna regulacja gradientu wapnia w cytosolu łagiewki wskazuje, iż w ko
mórce tej obok kanałów wapniowych muszą funkcjonować mechanizmy usuwania 
Ca poza plazmolemę lub ich gromadzenia w organellach cytoplazmatycznych. 
Obydwa te procesy wymagają aktywnego, energo-zależnego transportu -  pompy 
wapniowej i/lub wymieniaczy jonowych. W błonie komórek roślinnych najważ
niejszą pom pą jonow ą jest H+-ATPaza typu P, dla której optimum pH wynosi 
6 ,8 . Badania immunocytochemiczne u Lilium  wykazały, że ten typ ATPazy występuje 
w plazmolemie kiełkujących ziaren pyłkowych. Poziom tego enzymu w błonie 
łagiewki pyłkowej w późniejszych etapach wzrostu był zdecydowanie niższy [42]. 
Metodami cytochemicznymi ujawniono, że obecna w błonie łagiewki pyłkowej 
ATPaza może używać jako kosubstratów K+, M g2+ i Ca2+ [5, 14]. W ystępowanie 
Ca2+-ATPazy w błonach organelli magazynujących wapń w rosnących łagiewkach 
pyłkowych nie jest ostatecznie udokumentowane. Wiadomo, że w tonoplaście fun
kcjonuje zarówno H +-ATPaza typu V, jak i Ca2+-ATPaza [30]. W łagiewkach 
pyłkowych aktywność ATPazy zlokalizowano w tonoplaście, błonach P-particles 
i w siateczce śródplazmatycznej [5, 14]. Badania prowadzono głównie metodami 
cytochemicznymi, zatem trudno jednoznacznie stwierdzić, jakiego typu aktywność 
ATPazy wykrywano. Zarówno u Agapanthus umbellatus i Ophrys lutea [14] jak 
i u Viciafa b a  [5] zlokalizowano ATPazy, które mogą używać Ca2+ jako substratu. 
Obecność zależnej od wapnia ATPazy w tonoplaście i błonach ER sugeruje, że 
organelle te mogą uczestniczyć w regulacji poziomu wapnia. Jak do tej pory brak 
jest na to bezpośrednich dowodów, choć bierze się pod uwagę możliwość udziału 
obydwu tych przedziałów komórkowych w magazynowaniu Ca2+.

3. ROLA Ca2+ W REORIENTACJI WZROSTU ŁAGIEWEK
PYŁKOWYCH

Badania ostatnich lat dostarczyły przekonujących dowodów, że lokalne zmiany 
poziomu wapnia w cytosolu wierzchołka łagiewki odpowiedzialne są za reorientację 
kierunku jej wzrostu [32, 34]. Stosując jonoforetyczne mikroiniekcje związków
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wpływających na poziom [Ca2+]c w określonych obszarach wierzchołka łagiewki 
Agapanthus umbellatus udokumentowano, że rośnie ona w kierunku, który wyznacza 
podwyższony poziom cytosolowego Ca2+ [34]. Zarówno asymetryczne podwyższenie 
[Ca2+]c uzyskane drogą mikroiniekcji jonoforu A23187, jak i lokalne obniżenie 
poziomu tych jonów  za pomocą inhibitora kanałów wapniowych GdCl2  prowadziło 
do skierowania się wierzchołka wzrostu łagiewki w stronę wyznaczoną przez wyższy 
poziom [Ca2+]c. Podobny efekt może być generowany asymetryczną aktywacją 
kanałów wapniowych w odpowiedzi na zewnętrzne pole elektryczne depolaryzujące 
błony i/lub zmiany naprężenia błony [33]. Bierze się też pod uwagę transdukcję 
sygnałów, których źródłem są cząsteczki występujące w szlaku transmisyjnym szyjki 
słupka.

Przejściowy wzrost stężenia [Ca2+]c jest istotnym elementem reakcji odpowiedzi 
w samoniezgodności gametofitowej u Papaver rhoeas [57]. Traktowanie łagiewek 
pyłkowych niezgodnymi białkami S powodowało wzrost stężenia wolnych Ca“ 
i Ca2+-zależną fosforylację niektórych białek. Rezultatem była aktywacja ekspresji 
genów specyficznych dla odpowiedzi samoniezgodności i ostatecznie zahamowanie 
wzrostu łagiewek. Podobnego efektu nie obserwowano po działaniu zgodnymi biał
kami S lub białkami niezgodnymi, ale wcześniej inaktywowanymi poprzez de- 
naturację. Badania te wskazują, że Ca2+ w łagiewkach pyłkowych pełnią rolę 
sygnalizacyjną.

3.1. F u n k cjo n o w an ie  fo sfa tydy lo inozy to low ego  szlaku  transdukcji
sygnałów

Zakładając, że w warunkach in vivo szlak transmisyjny słupka oraz zalążek 
są źródłem sygnałów odbieranych przez łagiewki pyłkowe, w komórkach tych po
winien funkcjonować sprawny system transdukcji informacji. Badania ostatnich 
lat, prowadzone na układach modelowych in vitro, koncentrowały się na poznaniu 
szlaków metabolicznych uczestniczących w komórkowym przekazywaniu sygnałów. 
Uzyskane wyniki dostarczyły dowodów, że lokalne zmiany poziomu Ca w łagiewce 
pyłkowej oraz kierunek jej wzrostu regulowane są w drodze fosfaty dy loinozy tolowej.

B iałka G. W 1996 roku Lin i wsp. [28] metodą hybrydyzacji kwasów nuklei
nowych wykazali, że w pyłku grochu ma miejsce transkrypcja genu kodującego 
białko Ropl należące do rodziny Rho-GTPaz. Rho GTPazy u ssaków i drożdży 
regulują aktywność kinaz białkowych [41] oraz kontrolują różne procesy komórkowe 
zależne od organizacji i funkcjonowania cytoszkieletu, takie jak np. przepływ błon 
i cykl komórkowy [49]. W ykryte u grochu Rop GTPazy tworzą nową, nieznaną 
u grzybów i ssaków podrodzinę białek Rho. Badając różne tkanki grochu ujawniono, 
że białka Rop występują w pylnikach oraz słupkach, ale dopiero po ich zapyleniu. 
W skazuje to, iż jego pojawienie się w słupku pozostaje w ścisłej zależności z 
zapyleniem i wzrostem łagiewek pyłkowych. Badania immunocytochemiczne po
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twierdziły występowanie białka Rop w rosnących in vitro łagiewkach pyłkowych. 
Najwyższy poziom białka obecny był w regionie kortykalnym wierzchołka i zm niej
szał się w kierunku podstawy łagiewki. Białko Rop występuje zarówno w cytosolu, 
jak i pozostaje silnie związane z błonami. Sugeruje się, że w łagiewkach pyłkowych, 
podobnie jak w przypadku białek Rho u ssaków [17] lokalizacja białka Rop zależy 
od izoprenylacji przez geranylgeranyl transferazę [28]. Po izoprenylacji i związaniu 
GTP aktywne białko wiąże się z błoną, gdzie uczestniczy w regulacji organizacji 
cytoszkieletu. Nieaktywne białko Rop pozostaje na terenie cytosolu.

W iążące GTP białka Rho pełnią ważną rolę w kontroli wzrostu łagiewki pyłkowej. 
Dwa podstawowe procesy polarnego wzrostu łagiewki, tj. ukierunkowany ruch cy- 
toplazmy oraz elongacja wierzchołka, są regulowane niezależnymi drogami przy 
udziale różnych białek G z rodziny Rho GTPaz [29]. Podanie do wierzchołka łagiewki 
pyłkowej przeciwciała anty-Rop GTPazy powodowało bardzo szybkie zahamowanie 
jej wzrostu. Jednakże zablokowanie tego jednego białka G nie miało żadnego wpływu 
na ruch cytoplazmy, który nadal odbywał się bez zakłóceń. Dopiero m ikroiniekcja 
bakteryjnej toksyny C3, która hamuje różne typy Rho GTPaz, prowadziła do za
trzymania zarówno przepływu cytoplazmy, jak i elongacji łagiewki. Badania te 
wskazują, że Rop GTPaza bierze udział tylko w zależnym od Ca2+ zakotwiczaniu 
i fuzji pęcherzyków z plazmolemą wierzchołka łagiewki pyłkowej. Inne białka z 
rodziny Rho GTPaz (wrażliwe na toksynę C3) regulują natomiast zależny od fun
kcjonowania cytoszkieletu aktynowego ruch cytoplazmy [29].

P I-specyficzna fosfolipaza C. Jednym z najważniejszych białek aktywowanych 
przez białko G jest fosfolipaza C, enzym rozszczepiający PIP? na IP 3  i diacylglicerol. 
Obecność tego enzymu stwierdzono we frakcji mikrosomalnej łagiewek pyłkowych 
Papaver rhoeas [15]. Inkubacja frakcji mikrosomalnej łagiewek w obecności zna
kowanego trytem PIP 2  prowadziła do wzrostu ilości radioaktywnego IP 3  w roztworze. 
Badany enzym był wrażliwy na stężenie Ca2+. W stężeniu 10“ M Ca2+, tj. odpo
wiadającym nie|>obudzonej komórce, jego aktywność była pięciokrotnie niższa niż 
w stężeniu 1(T M, czyli w warunkach pobudzenia [15]. Ponadto wykazano, że 
podanie neomycyny prowadzi do obniżenia aktywności fosfolipazy C we frakcji 
mikrosomalnej łagiewek pyłkowych. Istnieją dowody, że inhibitor ten, który u zw ie
rząt częściowo hamuje rianodinowe receptory IP 3  [56], u roślin w ciągu kilku 
sekund hamuje aktywność PLC [11] i produkcję IP3  [47]. Informacje te wskazują, 
że w łagiewkach pyłkowych funkcjonuje indukowane przez IP3  uwalnianie C a“+.

In ozyto lo (l,4 ,5 )tr ifosforan  (IP3). Dowodów na IP3-zależny wzrost stężenia Ca2+ 
w łagiewce pyłkowej dostarczyły badania u Papaver rhoeas [15]. M ikroiniekcja 
mieszaniny markera [Ca2+]c Calcium-Green z nitrofenolowym estrem IP 3  umożliwia 
kontrolowane (pod wpływem promieni UV) uwalnianie IP3 do cytoplazmy łagiewki 
pyłkowej. Pozwala to na precyzyjne rejestrowanie zmian poziomu [Ca2+]c pod 
wpływem działania egzogennego IP3. Prowadzone w warunkach in vitro badania

• • • • ? 4-ujawniły, że fotoliza estru IP 3  prowadzi do podniesienia cytosolowego Ca . Poziom
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IP 3  inicjujący wzrost Ca2+ wynosił ok. 1 pM . Przemieszczająca się w kierunku 
wierzchołka fala podwyższonego poziomu Ca2+ po 6 -7  minutach prowadziła do 
zatrzymania elongacji łagiewek pyłkowych. Podobny efekt obserwowano po dzia
łaniu mastoparyny, która stymuluje hydrolizę PIP 2  i produkcję IP 3  [12, 13]. Pod
wyższenie poziomu endogennego IP 3  powodowało pojawienie się fali wapniowej 
i silny wzrost [Ca2+]c w wierzchołku łagiewki pyłkowej.

Na podstawie badań u Papaver rhoeas skonstruowano model wyjaśniający po
wstanie fali wapniowej w łagiewce pyłkowej [15]. Aktywacja zlokalizowanej w 
błonie fosfolipazy C powoduje rozpad PIP 2  i powstanie IP 3  Podwyższenie poziomu 
IP 3  prowadzi do uwolnienia Ca2+ z organelli posiadających wrażliwe na IP 3  kanały 
jonowe. Niewielki wzrost [Ca2+]c do ok. 500 nM inicjuje pierwotną falę wapniową, 
która powodując efekt domina wzmacnia pierwotny sygnał. Indukowany przez IP 3  

wzrost stężenia Ca2+ był inicjowany w odległości nie dalszej niż 100 pm od wie
rzchołka łagiewki pyłkowej. Jest to region, w którym kończy się strefa bogata 
w ER i mitochondria. Pojawiają się tam inne organelle cytoplazmatyczne, w tym 
wakuole oraz jądro wegetatywne i komórka generatywna. Pozostaje kwestią do 
rozstrzygnięcia, który z kompartymentów komórkowych -  kortykalne ER czy też 
wakuola -  odpowiedzialne są za magazynowanie i uwalnianie Ca2+.

K alm odulina i kalm odulino-zależna regulacja białek. Rola kalmoduliny w 
procesach pozapyleniowego rozwoju ziaren pyłkowych nie jest ostatecznie wy
jaśniona. Obecność kalmoduliny stwierdzono we wszystkich dotychczas badanych 
ziarnach pyłkowych [16, 59] oraz łagiewkach pyłkowych zarówno tych rosnących 
w warunkach in vitro [59], jak i in vivo [26]. Powszechność występowania tego 
wiążącego wapń białka [55] wskazuje, iż kalmodulina jest niezbędna w procesach 
kiełkowania ziaren pyłkowych i wzroście łagiewek pyłkowych. Podobnie jak w 
przypadku Ca2+ w rosnących łagiewkach pyłkowych poziom kalmoduliny tworzy 
gradient -  najwyższe stężenie tego białka występuje na wierzchołku łagiewki [59]. 
Utrzymanie tip-to-base gradientu Ca2+ wydaje się być procesem zależnym od kal
moduliny. Eksperymentalne zastosowanie antagonistów tego białka powodowało 
rozpad tip-to-base gradientu Ca2+ i ostatecznie prowadziło do zahamowania wzrostu 
łagiewek pyłkowych [39, 43]. M echanizmy oddziaływania kalmoduliny na białka 
uczestniczące w regulacji wzrostu łagiewki pozostają do dnia dzisiejszego nie
wyjaśnione. Badania biochemiczne ekstraktów uzyskanych z rosnących łagiewek 
pyłkowych Nicotiana alata wykazały, że kalmodulina w mikromolarnych stężeniach 
nie wpływa na poziom zależnej od Ca2+ fosforylacji białek. Jednakże zahamowanie 
CaM przez trifluoroperazynę powodowało znaczącą stymulację procesu fosforylacji. 
M oże to wskazywać na udział kalmoduliny w procesie defosforylacji białek [46]. 
Nie wyjaśniono dotychczas, które z białek uczestniczących we wzroście łagiewek 
są regulowane w drodze Ca/kalmodulino-zależnej. Uważa się, że w łagiewce pył
kowej może funkcjonować kalmodulino-zależna pompa Ca2+ [43]. Jest to wysoce 
prawdopodobne w świetle informacji wskazujących, że magazynowanie Ca"+ jest
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regulowane przy udziale kalmoduliny [1]. Inna hipoteza zakłada, że kalmodulina 
uczestniczy w funkcjonowaniu cytoszkieletu łagiewki pyłkowej, biorąc udział w 
bezpośredniej interakcji z miozyną i aktyną [39]. U Agapanthus umbellatus region 
podwyższonego poziomu kalmoduliny w wierzchołkowej strefie łagiewki tworzy 
swoistego rodzaju „kołnierz” o kształcie litery V poniżej regionu apikalnego [39]. 
Zatem lokalizacja kalmoduliny pokrywa się z lokalizacją włókien aktynowo-mio- 
zynowych, które nie sięgają samego szczytu łagiewki [38]. W skazuje to, że kal
m odulina nie uczestniczy w samym procesie sekrecji, a co za tym idzie w 
ukierunkowaniu wzrostu łagiewki pyłkowej. Potwierdzają to badania eksperym en
talne -  reorientacja łagiewki jest w niewielkim tylko stopniu zależna od antagonistów 
i aktywatorów kalmoduliny [39J. Zmiana kierunku wzrostu łagiewki pyłkowej wydaje 
się być regulowana przez Ca“ -zależne kalmodulino-niezależne kinazy białkowe.

C a2+-zależne kalm odulino-n iezależne k inazy białkow e. W rosnących in vitro 
łagiewkach pyłkowych Agapanthus umbellatus obecna jest kalmodulino-niezależna 
kinaza białkowa o charakterystyce kinazy białkowej C (PKC), tj. kinazy aktywowanej 
wapniem i fosfolipidami błonowymi [40]. W ykorzystując fluorescencyjny marker 
bisindolilomaleamid, który wiąże się z kinazami białkowymi i charakteryzuje się 
wysoką specyficznością wobec PKC, stwierdzono, że na wierzchołku łagiewki pył
kowej występuje enzym o aktywności kinazy białkowej C. Najwyższe stężenie 
tego enzymu zlokalizowano na szczycie wierzchołka łagiewki. Informacji na temat 
funkcji PKC podczas wzrostu łagiewek pyłkowych dostarczyły badania ekspery
mentalne z zastosowaniem inhibitorów i aktywatorów tego enzymu. Podanie in
hibitora H7 prowadziło do rozpadu gradientu PKC i zahamowania jej aktywności, 
czego efektem było zatrzymanie wzrostu łagiewek pyłkowych. Konsekwencją asy
metrycznej mikroiniekcji aktywatora PKC -  z boku wierzchołka łagiewki -  była 
zmiana kierunku jej wzrostu. Dowodzi to udziału PKC w reorientacji wzrostu łagiewki 
pyłkowej. Uważa się, że zlokalizowana w wierzchołku łagiewki PKC uczestniczy 
w regulacji kanałów wapniowych -  aktywacja enzymu prowadzi do hamowania 
ich działalności [40].

3.2. M ech an izm y  uk ierunkow an ia  w zrostu  łag iew ki pyłkow ej

Stabilność tip-to-base gradientu Ca2+ oraz udział asymetrycznych zmian poziomu 
tych jonów w orientacji wzrostu łagiewki pyłkowej wydają się być mocno udo
kumentowane. Jednakże mechanizmy, dzięki którym lokalny napływ wapnia do 
cytosolu łagiewki określa miejsce wzrostu wierzchołka, nie są ostatecznie wyjaśnione. 
Jaffe i wsp. [22] zasugerowali, że miejscowe pobieranie Ca2+ generuje pole ele
ktryczne, którego rezultatem może być elektroforetyczne przemieszczanie białek 
błonowych oraz cząstek obecnych w cytoplazmie wierzchołkowej łagiewki. Druga 
z hipotez zakładała, iż lokalne pobieranie jonów Ca2+ działa jako sygnał infor
macyjny, który ujawnia swój efekt poprzez komunikację z cytoszkieletem [48].
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Na obecnym etapie badań, które pokazały, że zmiana pola elektrycznego reguluje 
aktywność kanałów wapniowych [14, 33], a IP 3  podnosi poziom wolnych Ca“ [15], 
nadal poszukuje się odpowiedzi na pytanie, dzięki regulacji jakich zjawisk cyto- 
plazmatycznych stężenie [Ca2+]c wpływa na ukierunkowanie wierzchołka łagiewki 
pyłkowej? Informacje uzyskane w ciągu ostatnich kilku lat wskazują, że poziom 
Ca2+ w łagiewce pyłkowej odgrywa rolę w dwu, regulowanych niezależnie procesach: 
wierzchołkowej sekrecji, dzięki której następuje wzrost łagiewki pyłkowej oraz 
w funkcjonowaniu cytoszkieletu, który odpowiada za kierunek przepływu cytoplazmy 
i transport materiału błonowego z rejonów jego syntezy do plazmolemy.

Zagadnienia roli [Ca2+]c w regulacji białek związanych z funkcjonowaniem cyto
szkieletu oraz wierzchołkową egzocytozą w łagiewkach pyłkowych były przed
m iotem  dyskusji kilku ostatn io  opublikow anych prac [29, 40, 54, 58]. W 
ukierunkowaniu wzrostu łagiewki ważną rolę odgrywa zarówno stabilność tip-to-base 
gradientu wapnia, jak  i możliwość szybkiej lokalnej zmiany poziomu tych jonów 
w określonych miejscach cytoplazmy jej wierzchołka. Podstawowym elementem 
cytoszkieletu łagiewki pyłkowej są filamenty aktynowe wraz z miozyną. Podbłonowy 
cytoszkielet jest odpowiedzialny za „fontannowy” ruch cytoplazmy łagiewki oraz 
polarny transport pęcherzyków sekrecyjnych do jej wierzchołka [8 ]. Cytoplazma 
szczytu wierzchołka łagiewki pozbawiona jest uorganizowanego cytoszkieletu [38]. 
W funkcjonowanie cytoszkieletu aktynowego i ruch cytoplazmy włączone są: ob
niżony poniżej wierzchołka poziom Ca2+ oraz Rho GTPazy [29]. Te elementy 
wapniowego systemu informacyjnego prawdopodobnie regulują białka uczestniczące 
w organizacji cytoszkieletu.

Przypuszcza się, że głównymi białkami odpowiadającymi na zmiany stężenia 
[Ca2+]c w łagiewce są roślinne homologi aneksyn [29, 40] oraz wiliny/gelsoliny 
[54]. Aneksyny to grupa białek wiążących Ca2+ i fosfolipidy błonowe [2]. Obecność 
białek wiążących przeciwciała do zwierzęcych aneksyn stwierdzono w apikalnym 
regionie łagiewek pyłkowych kukurydzy [6 ]. O lokalizacji aneksyn decyduje poziom 
jonów  wapniowych [2]. W stężeniu poniżej 300 nM białka te występują głównie 
w cytozolu, gdzie mogą uczestniczyć w tworzeniu wiązek filamentów aktynowych. 
Gdy poziom Ca2+ wzrasta do ok. 700 nM, aneksyny wiążą się z fosfolipidami 
błonowymi. W środowisku, w którym poziom jonów wapniowych jest wyższy aniżeli 
1000 nM -  a takie warunki panują na szczycie wierzchołka łagiewki -  białka te 
w całości pozostają związane z błonami [53]. Białko o właściwościach wiliny/gel
soliny zlokalizowano na terenie cytoszkieletu aktynowego łagiewki pyłkowej Lilium  
longiflorum  [54, 58]. Białko to należy to grupy tzw. białek fragmentujących i jest 
prawdopodobnie odpowiedzialne za rozpad cytoszkieletu aktynowego na szczycie 
wierzchołka łagiewki pyłkowej [58].

Ukierunkowany transport pęcherzyków nie obejmuje szczytowej części łagiewki, 
ponieważ nie zawiera cytoszkieletu [38]. Uważa się, iż w niewielkiej odległości 
od błony komórkowej ruch pęcherzyków jest przypadkowy. Miejsce fuzji wyznaczają
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właściwości plazmolemy i otaczającego ją  środow iska-w ysoki, milimolarny poziom 
Ca , który występuje tylko w szczytowej części wierzchołka łagiewki, aktywność 
kanałów jonowych oraz obecność związanych z błoną aneksyn [40|. Sygnalizowane 
drogą fosfatydyloinozytolową asymetryczne zmiany poziomu Ca“ (wynikające z 
PKC zależnej regulacji kanałów wapniowych -  ich hamowania na szczycie łagiewki 
oraz otwierania „z boku”, IP 3  zależnego uwalniania Ca2+ z organelli do cytosolu 
oraz ich usuwania poza plazmolemę) prowadzą do lokalnych zmian właściwości 
błony komórkowej w obrębie wierzchołka łagiewki. Aneksyny przypuszczalnie ucze
stniczą w zakotwiczaniu pęcherzyków wydzielniczych w błonie komórkowej i 
wypierając Ca2+ z przestrzeni pomiędzy plazmolemą a pęcherzykiem umożliwiają 
fuzję membran [2, 6 ]. Regulacja białek uczestniczących w wierzchołkowej eg- 
zocytozie odbywa się przy udziale Rop GTPazy [29]. W łączane „bocznie” pęcherzyki 
wyznaczają nowy wierzchołek łagiewki pyłkowej, dzięki czemu łagiewka zmienia 
kierunek wzrostu. Reorganizacja cytoszkieletu łagiewki pyłkowej, odpowiedzialnego 
za ukierunkowany przepływ cytoplazmy, jest zjawiskiem wtórnym mającym miejsce 
po ukształtowaniu się nowego wierzchołka [40]. W proces ten zaangażowane są 
kinazy białkowe regulowane prawdopodobnie przy udziale Rho GTPaz [29 ].

4. PODSUMOWANIE

Badania ostatnich lat dostarczyły przekonujących dowodów, że w łagiewkach 
pyłkowych roślin kwiatowych funkcjonuje fosfatydyloinozytolowy szlak przeka
zywania sygnałów. W komórkach tych wykazano obecność białek G, Pl-specyficznej 
fosfolipazy C, IP 3  i IP3-zależnej regulacji [Ca2+]c, kalmoduliny oraz Ca +-zależnej 
kalmodulino-niezależnej kinazy białkowej. Uważa się, że fosfatydyloinozytolowy 
szlak informacyjny uczestniczy w regulacji wzrostu i orientacji łagiewki pyłkowej 
przez oddziaływanie na białka zaangażowane w funkcjonowanie cytoszkieletu oraz 
wierzchołkową egzocytozę.
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BIAŁKO p27: BUDOW A, FUNKCJE BIOLOGICZNE  
ORAZ UDZIAŁ W PATOM ECHANIZM IE PROCESÓW  

ROZROSTOW YCH*

C Y C L IN -D E P E N D E N T  K IN A S E  IN H IB IT O R  p27: S T R U C T U R E , 
R O L E  IN  C E L L  P H Y S IO L O G Y  A N D  IN M A L IG N A N C IE S

Lidia CISZA K 1, Dariusz W OŁOW IEC2, Agata KOSM ACZEW SKA1, 
Dorota BOĆK O1, Irena FRYDECKA 1 ’ 2

'instytut Immunologii i Terapii Doświadczalnej PAN, Wrocław 
“Katedra i Klinika Hematologii i Chorób Rozrostowych AM, Wrocław

Streszczenie: Białko p27, należące do rodziny inhibitorów kinaz cyklino-zależnych zwanej CIP/KIP, 
stanowi obecnie przedmiot intensywnych badań z zakresu biologii komórki i patomechanizmów proce
sów rozrostowych. Białko to nie tylko kontroluje ono cykl komórkowy poprzez regulację aktywności 
kompleksów CDK-cyklina, ale uczestniczy także w indukcji apoptozy. Białko p27 reguluje aktywność 
holoenzymów CDK-cyklina w dwojaki sposób. Po pierwsze, hamuje ono aktywność kompleksów 
kinazowych. Z badań krystalograficznych kompleksu utworzonego przez fragment N-końcowy p27, 
kinazę CDK2 i cyklinę A wynika, iż przyczyną zahamowania aktywności kompleksu kinazowego są 
istotne zmiany konformacyjne wewnątrz i wokół kieszeni katalitycznej enzymu, które prowadzą do 
zaburzenia procesu przyłączania ATP. Po drugie, białko p27 uczestniczy w procesie powstawania 
stabilnych kompleksów CDK4-cyklina D 1. Zwiększa ono powinowactwo CDK4 do cykliny D 1, wpływa 
na poziom syntezy cyklin typu D w komórce oraz na stabilność cykliny D 1. Białko p27 uczestniczy także 
w transporcie cykliny D l i CDK4 do jądra komórkowego. Wyniki najnowszych badań wskazują ponadto 
na bardziej złożony charakter oddziaływania pomiędzy białkiem p27 a kompleksami kinazowymi. Białko 
p27 jest z jednej strony regulatorem aktywności holoenzymów CDK-cyklina, z drugiej zaś strony poziom 
jego stężenia w komórce jest pośrednio kontrolowany przez kompleks CDK2-cyklina E, który fosforyluje 
znajdującą się w pozycji 187 cząsteczki p27 treoninę. Fosforylacja ta stanowi sygnał do proteolitycznej 
degradacji białka p27 przez kompleks proteazy 26S. Stosunkowo mało wiadomo jest natomiast o 
wpływie białka p27 na apoptozę. Nie udzielono ostatecznej odpowiedzi na pytanie, w jakich warunkach 
p27 indukuje zaprogramowaną śmierć komórki, a w jakich ją hamuje. Z uwagi na istotną rolę białka p27 
w kontrolowaniu prawidłowej proliferacji komórki i w apoptozie ostatnio wiele uwagi poświęcono

*Pracę wykonano w ramach grantu Komitetu Badań Naukowych nr 4 P05B 073 16.
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zaburzeniom poziomu jego ekspresji w rozrostach nowotworowych. Ekspresja inhibitora p27 w guzach 
nowotworowych wykazuje często zaburzenia: jest ona najczęściej obniżona w stosunku do tkanek 
prawidłowych, co może mieć duże znaczenie rokownicze. Informacje te mogą być wykorzystane w 
opracowaniu nowych strategii leczniczych.
{Postępy Biologii Komórki 2000; 27: 481-503)

Słowa kluczowe: inhibitory kinaz cyklino-zależnych, rodzina białek CIP/KIP, białko p27. nowotwór 
złośliwy

Summary: P27 protein, which belongs to CIP/KIP family of cyclin-dependent kinase inhibitors, is the 
subject of a large number of studies in cell biology and pathogenesis of neoplastic proliferation. The 
protein controls not only cell cycle by regulating activity of cyclin-CDK complexes, but it is also involved 
in apoptosis. P27 protein regulates the activity of cyclin-CDK complexes in two distinct ways. First, it 
inhibits the activity of the cyclin-CDK complexes. The crystal structure of N-terminal portion of p27, 
CDK2 and cyclin A complex reveals, that p27 binding causes large conformational changes in and around 
the catalytic cleft of enzyme, which eliminate any potential for ATP binding. These structural changes 
are likely to be determinants of inhibition. Second, p27 promotes assembly of stable CDK4-cyclin D1 
complexes. It increases the affinity of kinase CDK4 to cyclin D l, influences D-type cyclin levels and 
cyclin D l stability. P27 protein facilitates nuclear accumulation of cyclin D l and CDK4 kinase, too. 
Recent studies indicated, that the interaction between p27 and cyclin-CDK complexes is more compli
cated than it had been supposed before. On the one hand p27 protein can be regulator of CDK-cyclin 
complexes and on the other hand the level of p27 protein in the cell is directly controlled by CDK2-cyclin 
E complex, which causes phosphorylation of p27 on treonine 187. This phosphorylation is a signal to 
p27 degradation by ubiquitin-proteasome pathway. Little information is available on the role of p27 
protein in apoptosis. We don’t know the finally answer on the question when p27 induces programmed 
cell death and when it inhibits apoptosis. Because p27 protein plays an important role in regulation of 
cell proliferation and in apoptosis, a special attention of a large number of studies has be given how the 
disturbances in the level of this protein affect malignant transformation. The expression of p27 protein 
in human tumor cells most frequently is diminished comparatively to their normal counterparts, and, in 
some instances, may have prognostic importance. This information could have clinical application. 
{Advances in Cell Biology 2000; 27: 481-503)

Key words: cyclin-dependent kinase inhibitors, the CIP/KIP protein family, p27, malignancy

Wykaz stosowanych skrótów: PCNA -  jądrowy antygen komórki proliferującej, TGF-(3 -  transformujący 
czynnik wzrostu 3, cAMP -  cykliczny adenozynomonofosforan.

WSTĘP

Kinazy cyklino-zależne (ang. Cyclin-Dependent Kinases -  CDK) pełnią pod
stawową rolę w regulacji proliferacji komórek eukariotycznych. Aktywacja tych 
enzymów w ściśle określonych fazach cyklu podziałowego warunkuje jego właściwy 
przebieg, a w szczególności jest niezbędna do replikacji DNA oraz mitozy. Dotąd 
zidentyfikowano u człowieka kilkanaście białek należących do tej rodziny, z których 
najważniejsze i najlepiej poznane określone zostały jako CDK1-CDK9 [18, 77, 
82, 96]. Aktywność kinaz cyklino-zależnych jest regulowana co najmniej na trzech 
różnych poziomach. Po pierwsze: aktywacja enzymatyczna CDK wymaga przy
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łączenia podjednostki regulatorowej, którą stanowi białko zwane cykliną. Znanych 
jest obecnie kilkanaście cyklin, określanych kolejnymi literami alfabetu od A do 
H [28, 30, 38, 44, 82, 95]. Cykliczność ich syntezy i rozkładu, od której pochodzi 
nazwa tej grupy białek, warunkuje kolejność aktywacji i inaktywacji kinaz CDK. 
W komórkach ssaków przejście przez fazę G1 regulują kompleksy CDK4/CDK6- 
cyklina typu D (D l, D2 i D3) oraz CDK2-cyklina E, podczas gdy CDK2-cyklina 
A, C D K l-cyklina A i CD K l-cyklina B kontrolują dalsze etapy cyklu podziałowego. 
Po drugie: pełną aktywność enzymatyczną kompleksy CDK-cyklina uzyskują w 
wyniku fosforylacji odpowiedniej dla danej kinazy reszty treoniny przez kinazę 
aktywującą CDK, zwaną CAK (CDK7-cyklina H) [77]. Fosforylacja reszt tyrozyny 
(Tyr) i treoniny (Thr) przez W eel hamuje natomiast aktywność CDK [2, 45, 60]. 
Po trzecie: aktywność kinaz CDK jest regulowana przez białkowe inhibitory, które 
powodują zatrzymanie cyklu komórkowego w odpowiedzi na zewnątrzkomórkowe 
sygnały antyproliferacyjne [19,29, 34, 35 ,3 8 ,6 6 ,6 7 , 8 8 ]. Opierając się na homologii 
strukturalnej i podobieństwie funkcjonalnym inhibitory te podzielono na dwie grupy. 
Pierwsza z nich, zwana rodziną INK4, zawiera białka: p 16 [31, 78], p 15 [31, 34], 
p l 8  [31] ip l9  [10,32], łączące się wybiórczo z CDK4 i CDK 6 , których podjednostkę 
regulatorową stanowią cykliny typu D (D l, D2 i D3) [praca przeglądowa: 13]. 
Inhibitory należące do tej grupy współzawodniczą z cyklinami typu D o wiązanie 
z CDK4 i CDK 6 . Wspólnym elementem struktury cząsteczek należących do tej 
grupy są tzw. powtórzenia ankyrinowe (ang. ankyrin-like repecits), które odgrywają 
ważną rolę w wiązaniu inhibitorów z rodziny INK4 z kinazami: CDK4 i CDK 6  

oraz w hamowaniu aktywności tych enzymów [7, 73, 101]. CDK4 i CDK 6  są 
kinazami białka pRb (białko supresorowe) [44, 8 6 , 93, 96]. Oddziaływanie przed
stawicieli z grupy INK4 z CDK4 i CDK 6  reguluje więc fosforylację cząsteczki 
pRb. W postaci nieufosforylowanej pRb wiąże się z różnymi czynnikami trans- 
krypcyjnymi niezbędnymi do łączenia się polimeraz RNA: I, II i III z DNA i 
rozpoczęcia transkrypcji [4, 8 6 , 93]. Fosforylacja pRb powoduje uwalnianie czyn
ników transkrypcyjnych z kompleksów z pRb i aktywację polimeraz RNA, co 
prowadzi w rezultacie do aktywacji genów fazy S i wzmożonej biosyntezy białka 
[4, 44, 8 6 , 93].

Drugą grupę inhibitorów kinaz CDK stanowi rodzina określana mianem CIP/KIP, 
zawierająca białka: p21, p27 i p57, kodowane odpowiednio przez geny: WAFl 
(zwany również CIP1), K IPI i KIP2 [35, 52, 6 6 , 67, 8 8 , 98]. Białka te, w prze
ciwieństwie do przedstawicieli rodziny INK4, wiążą się z kinazą CDK związaną 
z cykliną, a nie z postacią monomeryczną. Białka te hamują działanie kompleksów 
kinazowych: cykliny typu D z CDK4 i CDK 6  w fazie G l, CDK2 z cykliną A 
i E w fazie S, a także -  aczkolwiek w mniejszym stopniu -  mitotycznego kompleksu 
cyklina B-CDK1 [44, 47, 67, 8 8 ].

W  strukturze cząsteczek należących do rodziny CIP/KIP wyróżnić można dwie 
domeny: N-końcową i C-końcową. Domena N-końcowa jest niezbędna i jedno
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cześnie wystarczająca do wiązania białek z grupy CIP/KIP z kompleksem kinazowym 
oraz hamowania jego aktywności, z tego też względu określana jest mianem domeny 
inhibitorowej [67]. Stwierdzono, że fragmenty N-końcowe białek p21, p27 i p57 
wykazują duży stopień homologii (ok. 40%), podczas gdy fragmenty C-końcowe 
tych cząsteczek różnią się między sobą zarówno długością, jak i sekwencją ami- 
nokwasową. Domeny C-końcowe białek p21 i p57 są odpowiedzialne za wiązanie 
z jądrow ym  antygenem komórki proliferującej PCNA (ang. Proliferating Cell Nuc
lear Antigen) i mogą hamować syntezę replikacyjną DNA zależną od PCNA [91, 
92].

Należące do rodziny CIP/KIP białko p27, kodowane przez gen KIPI (ang. cclk 
inhibitory protein 1) [6 6 ], zostało wykryte jednocześnie przez kilka zespołów ba
dawczych w komórkach różnych linii, których cykl podziałowy był zatrzymany 
w fazie G1 w wyniku kontaktowej inhibicji wzrostu [6 6 ] lub po zadziałaniu eg
zogennych czynników antymitotycznych, takich jak: TGF-(3 [6 6 ], cAMP i rapa- 
m ycyna [42] czy low astyna [35]. Inhibitor p27 stanowi obecnie przedm iot 
intensywnych badań z zakresu biologii komórki i patomechanizmu procesów roz
rostowych ze względu na to, iż odgrywa on istotną rolę nie tylko w regulacji 
aktywności kompleksów CDK-cyklina, kontrolując tym samym prawidłową pro
liferację komórkową, ale uczestniczy także w indukcji apoptozy.

BUDOWA BIAŁKA p27

Ludzkie białko p27 jest zbudowane ze 198 aminokwasów i migruje w żelu 
poliakryloamidowym z szybkością odpowiadającą masie cząsteczkowej około 28 
kDa [35, 67]. Jego sekwencja aminokwasowa jest aż w 90% identyczna z sekwencją 
aminokwasową cząsteczek p27 wyizolowanych z komórek myszy i norki [67].

Podobnie jak  w przypadku białek p21 i p57 w strukturze cząsteczki p27 wyróżnić 
można dwie domeny: N-końcową (inhibitorową) i C-końcową.

B udow a dom eny  C -końcow ej b iałka p27

W domenie C-końcowej cząsteczki p27, podobnie jak w przypadku należącego 
do tej samej grupy inhibitorów białka p 2 1 , zidentyfikowano tzw. „sekwencję lo
kalizacji jądrow ej”, która decyduje o skierowaniu p27 do jądra komórkowego po 
zakończeniu jego syntezy w cytosolu [67]. W regionie C-końcowym cząsteczki 
p27 nie stwierdzono natomiast, w przeciwieństwie do białek: p21 i p57, obecności 
sekwencji aminokwasowej umożliwiającej wiązanie z PCNA. Tak więc fragment 
C-końcowy p27 pełni inne funkcje biologiczne niż analogiczne fragmenty cząsteczek 
p21 i p57. Najnowsze wyniki badań wskazują, że domena C-końcowa białka p27 
uczestniczy w procesie indukcji aktywności proteazy Tsap (ang. ptw enty-seven- 
activated protease), występującej w komórce w formie utajonej [5]. Proteaza ta
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RYSUNEK 1. Struktura domeny inhibitorowej białka p27 (wg [72])
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odcina fragment N-końcowy cykliny A, zawierający tzw. „boks destrukcyjny” (ang. 
destruction box), który jest niezbędny do proteolitycznej degradacji cyklin z udziałem 
układu ubikwitynowego [28]. Być może więc, domena C-końcowa białka p27 in
dukuje w sposób pośredni degradację cykliny A niezależną od obecności „boksu 
destrukcyjnego” [5].

B u d o w a dom eny  N -końcow ej oraz m echan izm  oddzia ływ an ia  
inh ib ito ra  p27 z kom pleksem  C D K -cyk lina

Prowadzone jednocześnie w kilku ośrodkach naukowych badania dotyczące od
działywania między p27 a różnymi kompleksami kinazowymi wykazały, że p27 
jest inhibitorem następujących kompleksów: CDK2-cyklina E, CDK2-cyklina A, 
CDK4-cyklina typu D oraz CD K l-cyklina B I, aczkolwiek jego powinowactwo 
do tych kompleksów jest różne [2 6 ,35 ,42 ,66 , 67, 8 8 ]. Stwierdzono, iż w warunkach 
in vitro p27 najsilniej hamuje aktywność kompleksu CDK2-cyklina E, a najsłabiej 
C D K l-cyklina BI [67]. W interakcję białka p27 z kompleksami kinazowymi zaan
gażowana jest domena N-końcowa cząsteczki p27 [67]. Dokładną budowę tego 
fragmentu cząsteczki p27 poznano dzięki analizie struktury przestrzennej kryształu 
utworzonego przez domenę inhibitorową białka p27 (obejmującą 69 aminokwasów 
domeny N-końcowej), kinazę CDK2, z ufosforylowaną w pozycji 160 treoniną, 
i cyklinę A [72]. Stwierdzono, iż w obrębie domeny inhibitorowej cząsteczki p27 
wyróżnić można tzw. „sztywny zwój” (ang. rigid coil, reszty aminokwasowe: 26-35), 
am fipatyczną helisę a  (reszty: 37-59), amfipatyczną strukturę (3-spinki do włosów 
(reszty: 61-71), łańcuch (3 (reszty: 75-81) i helisę 3 1 0  (reszty: 85-90) (rys. 1).

W jaki sposób białko p27 wiążę się z kompleksami kinazowymi i hamuje ich 
aktywność? W iele istotnych informacji uzyskano dzięki porównaniu budowy kry
ształu potrójnego kompleksu złożonego z domeny inhibitorowej p27, CDK2 i cykliny 
A ze strukturą kryształu podwójnego kompleksu CD K2-cyklina A [40]. Wykazano, 
iż w wyniku związania z kompleksem CDK2-cyklina A domena inhibitorowa p27 
staje się strukturą nieglobularną i rozciągniętą, co umożliwia jej interakcję z dużą 
powierzchnią kompleksu kinazowego [72]. Z badań krystalograficznych ponadto 
wynika, że kinaza CDK i cyklina wiążą się z p27 w dwóch różnych miejscach
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domeny inhibitorowej p27 i z tego też powodu CDK i cyklina mogą łączyć się 
z p27 w sposób niezależny od siebie. Białko p27 wiąże się jednak z kompleksem 
kinazowym znacznie silniej niż z pojedynczymi podjednostkami kompleksu ki- 
nazowego, tzn. z cykliną i CDK osobno [6 , 6 8 ]. W oddziaływanie z cykliną A 
zaangażowane są aminokwasy tworzące tzw. „sztywny zwój” oraz am fipatyczną 
helisę a ,  podczas gdy pozostałe elementy strukturalne domeny inhibitorowej p27 
uczestniczą w wiązaniu kinazy CDK2 (rys. 2). Bardzo ważną rolę w procesie łączenia 
p27 z cząsteczką cykliny A odgrywa obecna w nim struktura „sztywnego zw oju”, 
zbudowana z 10 aminokwasów, wśród których w pozycji 32, 33 i 34 występują 
odpowiednio: leucyna (Leu), fenyloalanina (Phe) oraz glicyna (Gly). Sekwencja 
ta, określana jako motyw LFG, jest obecna we wszystkich inhibitorach z rodziny 
KIP/CIP. W ykazano, iż Leu 32 i Phe 33 motywu LFG wiązane są, za pośrednictwem 
wiązań wodorowych oraz oddziaływań van der Waalsa, wewnątrz płytkiego rowka 
uformowanego w cząsteczce cykliny A przez helisy: od, a3  i a 4  „boksu cy- 
klinowego” (ang. cyclin box). Region ten jest bardzo konserwatywny w strukturze 
białek należących do grupy cyklin [28]. Stwierdzono jednak, że oddziaływanie 
domeny inhibitorowej białka p27 nie powoduje żadnych zmian strukturalnych w 
obrębie cząsteczki cykliny A i służy ono najprawdopodobniej do wstępnego za
kotwiczenia p27 w strukturze kompleksu CDK2-cyklina A i ułatwienia interakcji 
inhibitora p27 z kinazą CDK2. W oddziaływanie pomiędzy domeną inhibitorową 
p27 a kinazą CDK2 są zaangażowane aminokwasy tworzące strukturę amfipatycznej 
3-spinki do włosów i helisy 3 1 0  cząsteczki p27 oraz domenę N-końcową CDK2 
(struktura (3 złożona z 5 łańcuchów) i kieszeń katalityczną enzymu (miejsce wiązania 
substratu i ATP) (rys. 2). Pięć pasm struktury (3 tworzy jak gdyby „dach” kieszeni 
katalitycznej i odgrywa krytyczną rolę w wiązaniu ATP przez kompleks kinazowy. 
W ykazano, iż oddziaływaniu domeny inhibitorowej p27 z CDK2 towarzyszą zmiany 
konformacyjne wewnątrz i wokół kieszeni katalitycznej kinazy, które prowadzą 
w konsekwencji do zaburzenia procesu przyłączania ATP. Po pierw sze: przyłączenie 
domeny inhibitorowej p27 do kompleksu CDK2-cyklina A powoduje przesunięcie 
pierwszego łańcucha struktury 3 domeny N-końcowej kinazy CDK2 (reszty ami- 
nokwasowe: 1-13) oraz spłaszczenie struktury 3 i wyeksponowanie reszt am ino
kwasów hydrofobowych, które mogą oddziaływać z cząsteczką p27. Utworzenie 
sieci wiązań wodorowych pomiędzy resztami aminokwasowymi 75-81 łańcucha 
3 p27 a resztami aminokwasowymi 16-22 struktury 3 kinazy CDK2 umożliwia 
wbudowanie łańcucha 3 p27 w strukturę 3 CDK2 (rys. 2). W ten sposób powstaje 
hybrydowa struktura 3» która składa się z czterech łańcuchów 3 kinazy CDK2 
i jednego łańcucha 3 p27. Sztywny łańcuch 3 cząsteczki p27, który zastępuje łańcuch 
3 kinazy CDK2, przesuwa część N-końcową drugiego łańcucha struktury 3 CDK2 
o 8,5 A, oddzielając je  częściowo od struktury 3, co powoduje otworzenie „dachu” 
tej części kieszeni katalitycznej, która jest odpowiedzialna za wiązanie ATP. Po 
drugie: otworzenie części kieszeni katalitycznej umożliwia wiązanie w niej helisy
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RYSUNEK 2. Wpływ związania domeny inhibitorowej białka p27 na strukturę kompleksu CDK2-cyklina 
A (wg [55]). A: Struktura ufosforylowanego kompleksu CDK2-cyklina A; B: Struktura potrójnego 
kompleksu: domena inhibitorowa p27-ufosforylowana kinaza CDK2-cyklina A. W wyniku związania 
domeny inhibitorowej p27 przez kompleks CDK2-cyklina A dochodzi do następujących zmian konfor- 
macyjnych: 1- struktura [3-spinki do włosów p27 tworzy tzw. „kanapkę” (sandwich) ze strukturą (3 
domeny N-końcowej CDK2 powodując spłaszczenie struktury (3 CDK2 i wyeksponowanie reszt amino
kwasów hydrofobowych CDK2; 2 -  łańcuch (3 domeny inhibitorowej p27 zostaje wbudowany w 
strukturę (3 kinazy CDK2; 3 -  helisa 3 io wiąże się głęboko wewnątrz kieszeni katalitycznej CDK2 i 
zajmuje miejsce wiążące ATP
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3 1 0  — struktury znacznie większej niż cząsteczka ATP. Reszty aminokwasowe 85-90 
helisy 3 1 0  wiążą się głęboko wewnątrz kieszeni katalitycznej kinazy CDK2 zajmując 
miejsce, z którym wiąże się ATP, co prowadzi do zaburzenia procesu przyłączania 
ATP. Po trzecie: badania kryształu podwójnego kompleksu CDK2-cyklina A wy
kazały, że zwrot P występujący pomiędzy pierwszym i drugim łańcuchem struktury 
P, zwany pętlą glicynową, zwija się nad częścią kieszeni katalitycznej odpowie
dzialną za przyłączanie ATP i wiąże reszty fosforanowe ATP. Związanie inhibitora 
p27 powoduje usunięcie pętli glicynowej i ta pozycja zostaje zajęta przez fragment 
cząsteczki p27 leżący bezpośrednio za helisą 3 10.

Z analizy struktury przestrzennej kryształu utworzonego przez domenę inhibi
torową białka p27, kinazę CDK2 i cyklinę A wynika, że związanie jednej cząsteczki 
p27 przez kompleks kinazowy powoduje istotne zmiany konformacyjne w obrębie 
kieszeni katalitycznej kinazy CDK2 i jest wystarczające do zahamowania aktywności 
tego kompleksu [72].

WYSTĘPOWANIE NIEAKTYWNYCH KOMPLEKSÓW 
p27-CDK4-CYKLINA D I ICH ZNACZENIE FIZJOLOGICZNE

Pierwsze badania dotyczące oddziaływania pomiędzy inhibitorem p27 a kom
pleksem kinazowym CDK4-cyklina D wskazywały, iż p27 hamuje aktywność tego 
kompleksu, mierzoną jako zdolność do fosforylacji białka pRB [67, 8 8 ]. Stwierdzono 
jednak, że zdolność p27 do hamowania aktywności kompleksów CDK4-cyklina 
D l i CDK4-cyklina D2 jest mniejsza niż zdolność do hamowania aktywności kom 
pleksu CDK2-cyklina E lub CDK2-cyklina A [67, 8 8 ]. Badania ostatnich dwóch 
lat wskazują na występowanie znacznych różnic w oddziaływaniu pomiędzy in
hibitorem p27 a kompleksami: CDK4-cyklina typu D i CDK2-cyklina E lub CDK2- 
-cyklina A. Zaobserwowano, iż w warunkach in vitro hamowanie aktywności 
kompleksu CDK2-cyklina A jest proporcjonalne do wiązania inhibitora p27 przez 
ten kompleks, tzn. hamowanie kompleksu kinazowego oraz wiązanie p27 przez 
ten kompleks osiągały połowę wartości maksymalnej przy tym samym stężeniu 
p27 (ok. 20 nM) [6 ]. W przypadku oddziaływania pomiędzy p27 a kompleksem 
CDK4-cyklina D2 nie stwierdzono takiej zależności. Białko p27 w stężeniu ok. 
640 nM wiąże się z kompleksem CDK4-cyklina D2 w 100%, ale nie hamuje jego 
aktywności w sposób znaczący. Do całkowitej inaktywacji kompleksu CDK4-cyklina 
D2 wymagane jest stężenie inhibitora p27 ok. 2560 nM. Obserwowane różnice 
w oddziaływaniu pomiędzy inhibitorem p27 a kompleksami: CDK4-cyklina typu 
D i CDK2-cyklina A zdają się potwierdzać wyniki doświadczeń przeprowadzonych 
w warunkach in vivo [6 ]. Autorzy porównywali zdolność inhibitora p27 do ha
mowania aktywności kinaz CDK2 i CDK4 w komórkach linii hodowlanej Tet-p27 
(wywodzącej się z linii komórek nabłonka płucnego norki M vlL u), w których
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synteza ludzkiego białka p27 kontrolowana jest przez transaktywator tetracykliny. 
Kiedy komórki te rosną w medium zawierającym tetracyklinę w wysokim stężeniu 
(1 pg/ml), nie wytwarzająone egzogennego inhibitora p27. Obecne w proliferujących 
komórkach linii M vlL u  oraz komórkach linii Tet-p27 endogenne białko p27 łączy 
się z kompleksem CDK4-cyklina typu D oraz w mniejszym stopniu z CDKó-cyklina 
typu D. Obniżenie stężenia tetracykliny w medium powoduje stopniowy wzrost 
syntezy inhibitora p27 w komórkach linii Tet-p27 (nawet 25-krotny), który wiąże 
się z kinazą CDK2 i hamuje jej aktywność. Stwierdzono, iż 6 -krotne zwiększenie 
poziomu syntezy białka p27 jest wystarczające do całkowitego zahamowania aktyw
ności kinazy CDK2. Wzrost stężenia inhibitora p27 w komórkach linii Tet-p27 
nie powodował natomiast znacznego zwiększenia ilości białka p27 związanego z 
kompleksem CDK4-cyklina typu D. Obserwacja ta sugeruje, że większość kom 
pleksów CDK4-cyklina typu D obecnych zarówno w komórkach linii Tet-p27, 
jak i w proliferujących komórkach linii M vlL u była już związana z p27. Wzrost 
poziomu syntezy inhibitora p27 powodował natomiast zwiększenie stężenia kom
pleksu p27-CDK6-cyklina typu D, co może wskazywać, iż pomiędzy kinazami 
CDK4 i CDK 6  występują różnice w zdolności do oddziaływania z białkiem p27. 
W ykazano jednocześnie, że wzrost stężenia p27 w komórkach linii Tet-p27 nie 
spowodował zahamowania aktywności kompleksów CDK4-cyklina typu D i CDKó- 
cyklina typu D. Z przedstawionych powyżej badań wynika, iż znaczna część obecnych 
w proliferujących komórkach kinaz CDK4 i CDK 6  występuje w stabilnych, po
trójnych, aktywnych enzymatycznie kompleksach z cykliną typu D i białkiem p27
[6 ]. Jaka jest rola fizjologiczna takich kompleksów? Obecnie przypuszcza się, że 
w proliferujących komórkach kompleksy CDK4-cyklina typu D wiążą białko p27 
w celu chwilowego unieczynnienia jego aktywności inhibitorowej [26, 6 6 , 6 8 ]. 
Związanie przez kinazę CDK4 i cyklinę typu D inhibitora p27 mogłoby np. umożliwić 
funkcjonowanie kompleksu CDK2-cyklina E, którego aktywność jest niezbędna 
do przejścia komórki przez punkt krytyczny na granicy faz G 1 i S cyklu podziałowego. 
Tak więc oprócz swej funkcji katalitycznej kompleksy CDK4-cyklina typu D pełnią 
w kom órce również rolę niekatalityczną, która polega na „magazynowaniu” białka 
p27 w komórce i unieczynnianiu jego aktywności inhibitorowej. Są również do
niesienia, iż potrójne kompleksy p27-CDK4-cyklina D3 wykazują zmienioną swoi
stość substratową w porównaniu do podwójnych kompleksów CDK4-cyklina D3. 
Zaobserwowano, że kompleksy p27-CDK4-cyklina D3 oraz CDK4-cyklina D3 fo- 
sforylują aminokwasy znajdujące się w innej pozycji białka pRb [17].

Powstaje jednak pytanie, w jaki sposób stabilne, potrójne kompleksy: CDK4- 
cyklina typu D-p27 mogą skutecznie fosforylować białko pRb? Z omawianych 
już  w niniejszej pracy badań strukturalnych kryształu utworzonego przez potrójny 
kom pleks -  domena inhibitorowa białka p27-CDK2-cyklina A -  wynika przecież, 
iż zw iązanie jednej cząsteczki inhibitora p27 wystarcza do zahamowania aktywności 
kom pleksu kinazowego [72]. Blain i współpr. [6 ] zaproponowali następujący model
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wyjaśniający to zjawisko. Z badań krystalograficznych potrójnego kompleksu do
mena inhibitorowa białka p27-CDK2-cyklina A wynika, że cząsteczka p27 ma dwa 
odrębne miejsca wiązania z kinazą CDK i z cykliną [72]. Jak już wspomniano 
wcześniej, oddziaływanie tzw. motywu LFG, występującego w strukturze „sztyw
nego zwoju” domeny inhibitorowej p27, z cząsteczką cykliny nie powoduje żadnych 
zmian strukturalnych w obrębie cykliny. Służy ono najprawdopodobniej do wstę
pnego zakotwiczenia p27 w strukturze kompleksu CDK-cyklina i ułatwienia interakcji 
inhibitora p27 z kinazą CDK, w wyniku której dochodzi do zmian konformacyjnych 
wokół i wewnątrz kieszeni katalitycznej kinazy CDK, prowadzących do inaktywacji 
kompleksu kinazowego. Przedstawiony powyżej mechanizm oddziaływania pom ię
dzy p27, CDK i cykliną dotyczy, zdaniem Blaina i współpr. [6 ], interakcji inhibitora 
p27, CDK2 i cykliny A, stąd też utworzony przez te trzy białka kompleks nie 
jest aktywny enzymatycznie. Blain i współpr. [6 ] uważają jednak, iż związanie 
białka p27 z cykliną nie zawsze prowadzi do ułatwienia interakcji p27 z kinazą 
CDK, czego efektem jest utrzymanie aktywności kompleksów CDK-cyklina pomimo 
obecności w nich inhibitora p27. Taki sposób wiązania charakteryzuje oddziaływanie 
inhibitora p27 z CDK4 i cykliną typu D. Autorzy modelu sądzą, że w wyniku 
dołączenia tylko jednej cząsteczki p27 do cykliny typu D powstają pewne przeszkody 
przestrzenne uniemożliwiające oddziaływanie odpowiednich fragmentów struktu
ralnych domeny inhibitorowej p27 z kinazą CDK4 i w efekcie utrzymania aktywności 
enzymatycznej kompleksu kinazowego. Istnieje też możliwość, że dostęp p27 do 
kinazy CDK4 blokują inne dodatkowe cząsteczki związane z kompleksem CDK4- 
cyklina typu D, które chronią ten kompleks przed jego inaktywacją. W jaki więc 
sposób kompleks CDK4-cyklina typu D jest hamowany przez inhibitor p27? Blain 
i współpr. [6 ] uważają, że inaktywacja potrójnego kompleksu p27-CDK4-cyklina 
typu D jest wynikiem przyłączenia dodatkowej cząsteczki p27. Z badań krystalo
graficznych kompleksu: domena inhibitorowa p27-CDK2-cyklina A wynika jednak, 
iż kompleksy kinazowe zawierające dwie cząsteczki inhibitora p27 nie są stabilne 
termodynamicznie [72]. Autorzy nie wykryli ponadto stabilnych kompleksów ki- 
nazowych zawierających kilka cząsteczek p27 nawet wtedy, gdy do krystalizacji 
stosowano wysokie stężenie p27. Niestety struktura krystalograficzna kompleksu 
p27-CDK4-cyklina typu D jest nie znana. Tak więc problem, czy do inaktywacji 
kompleksu CDK4-cyklina typu D konieczne jest związanie dodatkowej cząsteczki 
p27, jak to sugeruje Blain i współpr. [6 ], nie jest rozstrzygnięty.

ROLA BIOLOGICZNA BIAŁKA p27 ORAZ REGULACJA 
JEGO STĘŻENIA W KOMÓRCE

Najwcześniej i najlepiej obecnie poznaną funkcją biologiczną białka p27 jest 
jego udział w kontrolowaniu przebiegu cyklu komórkowego. W fazie spoczynkowej
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(GO) cyklu podziałowego ponad 50% całkowitej zawartości tego białka w komórce 
występuje w formie niezwiązanej z kompleksem kinazowym, a pewna jego ilość 
wykrywalna jest w kompleksie z CDK2 i cykliną A [6 8 ]. Stymulacja komórek 
czynnikami mitogennymi indukuje ekspresję cyklin typu D i tworzenie kompleksów 
CDK4-cyklina typu D lub CDK 6 -cyklina typu D, które podobnie jak holoenzym 
CDK2-cyklina E fosforylują białko pRb [44, 8 6 , 93, 96]. Aktywność wymienionych 
powyżej kompleksów kinazowych jest niezbędna do przejścia przez fazę G 1 cyklu 
podziałowego. Z najnowszych badań wynika, że białko p27 przyczynia się do sta
bilnego wiązania się kinazy CDK4 z cykliną D l [11, 46]. LaBaer i współpr. [46] 
wykazali, iż p27 zwiększa aż 80-krotnie powinowactwo CDK4 do cykliny D l. 
Podobny wpływ na wiązanie CDK4 z cykliną D l ma należące do tej samej rodziny 
inhibitorów białko p21, w obecności którego powinowactwo CDK4 do cykliny 
D l zwiększa się 35-krotnie [46]. O istotnym udziale białek p27 i p21 w tworzeniu 
kompleksów CDK4-cyklina D l świadczą również wyniki doświadczeń przepro
wadzonych na embrionalnych mysich fibroblastach nie mających genów kodujących 
białka p27 i p21, w których nie wykryto obecności wspomnianych wyżej kompleksów 
kinazowych [11]. Obecność kompleksów CDK4-cyklina D l stwierdzono natomiast 
w tych fibroblastach, do których ponownie wprowadzono jeden z genów kodujących 
białka p27 lub p21. Z badań Chenga i współpr. [11] wynika także, że białka p27 
i p 2 1 wpływają również na syntezę cyklin D 1 i D2, gdyż ich stężenie w embrionalnych 
fibroblastach mysich nie mających jednego z dwóch genów kodujących inhibitor 
p27 lub p21 jest znacznie niższe niż w prawidłowych fibroblastach. Białka p27 
i p21 wpływają ponadto w nieznany jeszcze sposób na stabilność cykliny D l [11]. 
Być może związanie p27 lub p21 z kompleksem CDK4-cyklina D l uniemożliwia, 
przynajmniej częściowo, fosforylację przez ten kompleks kinazowy treoniny wy
stępującej w pozycji 286 cząsteczki cykliny D l [11]. Ponieważ fosforylacja wspo
mnianej reszty treoniny stanowi sygnał do proteolitycznej degradacji cykliny D l 
z udziałem układu ubikwitynowego [16], ograniczenie tego procesu przez białka 
p27 lub p21 związane z kompleksem CDK4-cyklina D l, może prowadzić do zw ię
kszenia stabilności tej cykliny [11]. Białko p27, podobnie jak i inhibitory p21 oraz 
p57, uczestniczy też w przemieszczaniu się cykliny D l do jądra komórkowego 
[11, 46]. Podczas fazy G1 cyklu podziałowego cyklina D l gromadzi się w jądrze 
kom órkowym , a następnie w czasie syntezy DNA (faza S) przemieszcza się do 
cytoplazmy. W cząsteczce cykliny D l nie stwierdzono jednak obecności tzw. „se
kwencji lokalizacji jądrow ej”, która jest odpowiedzialna za skierowanie białka do 
jądra. W jaki więc sposób cyklina D l jest transportowana do jądra komórkowego? 
LaBaer i współpr. [46] udowodnili, że inhibitory rodziny CIP/KIP kierują cyklinę 
D l do jądra komórkowego za pośrednictwem „sekwencji lokalizacji jądrow ej” znaj
dującej się w ich domenie C-końcowej. W identyczny sposób transportowana jest 
do jądra komórkowego kinaza CDK4, która także nie ma w swej strukturze „sekwencji 
lokalizacji jądrow e” [11, 46]. Z tych obserwacji wynika, że białko p27 nie jest,
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jak sądzono na początku, jedynie inhibitorem kinaz cyklino-zależnych, ale poprzez: 
zwiększanie powinowactwa kinazy CDK4 do jej podjednostki regulatorowej, wpły
wanie na poziom syntezy cyklin typu D w komórce oraz udział w transporcie 
cykliny D 1 i CDK4 do jądra komórkowego uczestniczy także w procesie powstawania 
stabilnych kompleksów CDK4-cyklina typu D w fazie G1 cyklu podziałowego. 
Kompleksy CDK4-cyklina typu D mogą zaś m.in. „maskować” inhibitorową aktyw 
ność cząsteczki p27 w celu umożliwienia funkcjonowania kompleksu CDK2-cyklina 
E, którego aktywność jest konieczna do przejścia komórki przez punkt kontrolny 
na granicy faz G1 i S cyklu podziałowego [26, 6 6 , 6 8 ].

Następstwem stymulacji komórek czynnikami mitogennymi jest spadek stężenia 
białka p27 [26, 50, 61] w wyniku jego degradacji w czasie przejścia z fazy G1 
do S. Jakie mechanizmy wewnątrzkomórkowe kontrolują precyzyjnie moment, w 
którym następuje degradacja białka p27? Z pierwszych badań dotyczących regulacji 
stężenia inhibitora p27 w komórce wynikało, iż regulacja ta odbywa się na poziomie 
potranskrypcyjnym, ponieważ ilość mRNA p27 nie zmienia się podczas cyklu po
działowego [36, 67]. Obecnie wiadomo, że spadek stężenia białka p27 obserwowany 
podczas przejścia komórek z fazy G1 do fazy S jest wynikiem proteolitycznej 
degradacji tego białka z udziałem lub też bez udziału układu ubikwitynowego [ 1 , 
59, 63, 83]. Pagano i współpr. [63] wykazali, że białko p27 wiąże się z ubikwityną 
i następnie ulega proteolizie przez kompleks proteazy 26S. Sygnałem do degradacji 
inhibitora p27 jest przypuszczalnie fosforylacja treoniny w pozycji 187 cząsteczki 
p27 przez kompleks CDK2-cyklina E [81]. W jaki sposób p27 może być zarówno 
inhibitorem, jak i substratem kompleksu CDK2-cyklina E? Na podstawie wyników 
badań kinetycznych Sheaff i współpr. [81] zaproponowali model wyjaśniający to 
zjawisko. Autorzy uważają, że proces wiązania białka p27 przez kompleks CDK2- 
cyklina E można podzielić na trzy etapy. Początkowo p27 łączy się luźno z CDK2- 
cyklina E (etap pierwszy). Luźne związanie p27 przez kompleks CDK2-cyklina 
E nie powoduje zahamowania aktywności kompleksu kinazowego i sprzyja fo
sforylacji białka p27. Ta forma kompleksu p27-CDK2-cyklina E podlega następnie 
procesowi powolnego przekształcania w formę katalitycznie nieaktywną, zawierającą 
silnie związane białko p27 (etap trzeci). W procesie tym wyróżnić można etap 
pośredni (etap drugi), w którym obie formy kompleksu są w stanie równowagi. 
Czynnikiem wpływającym na ten stan równowagi jest stężenie ATP [81]. ATP 
w niskim stężeniu (poniżej 50 pM) indukuje proces silnego wiązania p27 przez 
kompleks CDK2-cyklina E, p27 jest więc głównie inhibitorem. Zwiększenie stężenia 
ATP z 50 do 1000 pM  wpływa natomiast hamująco na proces silnego wiązania 
cząsteczki p27 przez kompleks kinazowy, promując tym samym jej fosforylację. 
Obserwacja ta wskazuje, iż ATP nie może wiązać się z kompleksem CDK2-cyklina 
E zawierającym silnie związane białko p27 [81]. Z badań Alessandriniego i współpr.
[1] wynika ponadto, że enzymem odpowiedzialnym za fosforylację białka p27 może 
być też kinaza ER K I, należąca do rodziny kinaz MAP.
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Interesujące wydaje się również to, iż proteolityczna degradacja inhibitora p27 
przez kompleks proteazy 26S odbywa się jedynie w cytoplazmie, pomimo iż kompleks 
proteazy 26S jest obecny także w jądrze komórkowym [76]. Z badań Tomody i 
współpr. [87] wynika, że w transporcie inhibitora p27 z jądra do cytoplazmy ucze
stniczy białko kodowane przez gen Jab l. Białko to oddziałuje z cząsteczką p27 
w jądrze komórkowym, transportuje ją  do cytoplazmy i być może ułatwia jej fo- 
sforylację w pozycji Thrl87.

Z najnowszych badań Shirane i współpr. [83] wynika, że proteoliza białka p27 
przez kompleks proteazy 26S po uprzednim związaniu p27 z ubikwityną nie stanowi 
jedynego mechanizmu degradacji tego białka. Shirane i współpr. [83] uważają, 
iż kompleks proteazy 26S katalizuje reakcję częściowej proteolizy inhibitora p27 
niezwiązanego z ubikwityną, w wyniku której odcięty zostaje fragment odpowie
dzialny za wiązanie z cykliną. Powstały w następstwie proteolizy około 22-kilo- 
daltonowy fragment jest następnie degradowany przez proteazę określaną jako 
proteaza podobna do kalpainy (ang. calpain-like protease), ponieważ jej aktywność 
jest hamowana przez inhibitor kalpainy -  N-acetylo-dwójleucyno-norleucinal [83].

Badania ostatnich dwóch lat wskazują, że białko p27 uczestniczy nie tylko w 
kontrolowaniu proliferacji komórek, ale jest również zaangażowane w proces apo- 
ptozy. Katayose i współpr. [41] wykazali, iż nadekspresja genu KIPI kodującego 
białko p27 w komórkach różnych linii nowotworowych prowadzi do apoptozy tych 
komórek. Apoptoza indukowana przez nadekspresję genu KIPI osiągała najwyższy 
poziom po 72 godzinach od chwili zakażenia komórek adenowirusem zawierającym 
ten gen. Hiromura i współpr. [37] zaobserwowali natomiast, że nie syntetyzujące 
białkap27 komórki m ezangialneifibroblasty ulegają apoptozie przy braku czynników 
wzrostu w medium hodowlanym. W prowadzenie do tych komórek plazmidu z genem 
kodującym białko p27 zmniejszało znacznie odsetek komórek apoptotycznych. Po
wstaje więc pytanie, czy białko p27 indukuje, czy też hamuje apoptozę? Hiromura 
i współpr. [37] zaproponowali następujący model opisujący udział białka p27 w 
proliferacji komórek i procesie apoptozy. W komórkach proliferujących w obecności 
czynników wzrostu spadek stężenia białka p27 jest ściśle zsynchronizowany ze 
zwiększeniem aktywności kompleksów: CDK2-cyklina E i CDK2-cyklina A. Po
nieważ kinaza CDK2 jest aktywowana przez cyklinę E podczas późnej fazy G l, 
a przez cyklinę A w fazie S i G2 cyklu komórkowego, aktywność tych dwóch 
holoenzymów CDK2-cyklina E i CDK2-cyklina A decyduje o tym, iż komórki 
przechodzą przez kolejne etapy cyklu i się dzielą. W warunkach stresu, jakim 
jest np. usunięcie czynników wzrostu z medium, spadkowi stężenia białka p27 
towarzyszy znaczny wzrost aktywności kompleksu CDK2-cyklina A, natomiast 
aktywność kompleksu CDK2-cyklina E jest znacznie obniżona. W zrost aktywności 
holoenzymu CDK2-cyklina A bez poprzedzającego go, skoordynowanego wzrostu 
aktywności kompleksu CDK2-cyklina E może powodować, że komórki przestają 
się dzielić i ulegają apoptozie. Badania Hiromury i współpr. [37] wykazały, iż
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wzrost aktywności kompleksu CDK2-cyklina A w komórkach nie mających genu 
K IPI, poddanych stresowi przez usunięcie czynników wzrostu z ich medium ho
dowlanego nie wynika z różnic w stężeniu białek: CDK2, cyklina E i cyklina 
A pomiędzy tymi komórkami a komórkami prawidłowymi, ale jest spowodowany 
nieobecnością inhibitora p27. Wyniki przedstawionych powyżej doświadczeń wska
zują, że białko p27 odgrywa istotną rolę w koordynowaniu prawidłowej proliferacji 
komórek i ich apoptozy. Brak koordynacji obu tych procesów spowodowany za
burzeniem regulacji stężenia białka p27 może prowadzić do transformacji nowo
tworowej.

ZABURZENIA EKSPRESJI BIAŁKA p27 
W PROCESACH ROZROSTOWYCH

Antyproliferacyjne właściwości p27, a także udział innych inhibitorów CDK, 
zwłaszcza rodziny INK4, w patogenezie chorób nowotworowych spowodowały, 
że również i to białko stało się przedmiotem zainteresowania badaczy patologii 
rozrostowej. Na jego rolę jako antyonkogenu wskazywały też doniesienia, że u 
myszy nie mających genu kodującego białko p27 rozwijają się samoistnie guzy 
przysadki mózgowej [24, 43, 57]. Na podstawie tych obserwacji oczekiwano, iż 
gen KIPI może, podobnie jak większość znanych antyonkogenów, ulegać mutacji 
lub delecji homozygotycznej. Inaktywacja tego genu prowadziłaby do nadmiernej 
aktywacji kompleksów CDK-cykliny, a tym samym do nadmiernej aktywności pro- 
liferacyjnej komórek i ich transformacji nowotworowej. Choć w badaniach nad 
rakiem piersi [25] i rozrostami hematologicznymi [94] nie wykazano delecji homo
zygotycznej ani mutacji genu K IPI, zastosowanie metod immunohistochemicznych 
pozwoliło na wykazanie, że zawartość białka p27 w nowotworach różnego po
chodzenia jest mniejsza niż w prawidłowej tkance. W odróżnieniu jednak od białek 
rodziny INK4, obniżony poziom p27 nie jest wynikiem zaburzeń struktury lub 
ekspresji genu, lecz zwiększonej proteolizy białka [48, 49]. Już pierwsze prace 
poświęcone implikacjom klinicznym tego zjawiska wykazały jego niezależne od 
innych czynników prognostycznych niekorzystne znaczenie rokownicze co do wol
nego od choroby i/lub całkowitego przeżycia w raku sutka [8 , 69] i jelita grubego 
[49]. Stwierdzono też związek pomiędzy poziomem tego białka a stopniem zróż
nicowania raka piersi: w raku inwazyjnym dobrze zróżnicowanym wysoki jego 
poziom wykazano u 45 spośród 56 pacjentek, w umiarkowanie zróżnicowanym 
był on obniżony u 56 spośród 84 chorych (67%), w nisko zróżnicowanym zaś 
obniżenie poziomu p27 wykazano u prawie wszystkich, bo aż u 27 spośród 28 
badanych pacjentek. Spośród 12 chorych, u których zbadano poziom p27 w guzie 
pierwotnym oraz w jego przerzutach, u 5 była ona zbliżona w obu tych ogniskach, 
u 7 zaś niższa w przerzucie niż w guzie pierwotnym [8 ]. W badaniach Lloyda
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i współpr. [48] przeprowadzonych na skrawkach 177 nowotworów różnego po
chodzenia wykazano natomiast, że w większości przypadków poziom p27 jest niższy 
w komórkach nowotworowych niż odpowiadających im prawidłowych tkankach, 
w gruczolakorakach zaś niższy niż w gruczolakach. Ta ostatnia obserwacja znalazła 
potwierdzenie w badaniach poziomu p27 w patologii przytarczyc. Był on najwyższy 
w prawidłowej tkance gruczołowej i obniżał się kolejno w grupie hiperplazji, gru- 
czolaków oraz gruczolakoraków [2 0 ].

W ostatnich trzech latach opublikowano wiele prac potwierdzających te do
niesienia o niekorzystnym co do całkowitego lub wolnego od choroby przeżycia 
znaczeniu rokowniczym obniżonej zawartości p27 w różnych nowotworach: raku 
piersi [12, 33, 97], gruczołu krokowego [89, 100], powierzchniowym raku pęcherza 
moczowego [79], nabłonkowym raku jajnika [58], płaskonabłonkowym raku języka 
[53], gruczolakoraku przełyku [84], raku żołądka [56, 62], jelita grubego [64], 
trzustki [51], wątroby [39], niedrobnokomórkowym raku oskrzela [9, 22, 102], 
chłoniakach nieziarniczych [21, 54]. W nielicznych tylko typach nowotworów nie
korzystne znaczenie rokownicze ma podwyższony poziom p27. Stwierdzono to 
w inwazyjnych rakach szyjki macicy HPV-pozytywnych [15] i wielkokomórkowych 
rozlanych chłoniakach linii B [74]. W nowotworach tych być może, w wyniku 
interakcji z innymi białkami, np. C-MYC, dochodzi do gromadzenia się nieaktywnych 
cząsteczek p27. W ysoka zawartość p27 w komórkach nowotworowych ma też nie
korzystne znaczenie rokownicze w przewlekłej białaczce limfatycznej: towarzyszy 
ona skróconemu czasowi podwajania się liczby limfocytów oraz masy guza, wysokim 
stadiom zaawansowania klinicznego oraz zahamowaniem spontanicznej apoptozy 
in vitro. Progresji zaś klinicznej choroby towarzyszy również zwiększenie zawartości 
p27 w komórkach białaczkowych [90]. Biorąc pod uwagę istotną rolę zaburzeń 
apoptozy w patogenezie tej białaczki można przypuszczać, iż niekorzystny wpływ 
p27 na dynamikę rozwoju choroby ma związek nie z jego działaniem antyproli- 
feracyjnym, lecz wynika z przedłużenia życia limfocytów białaczkowych przez 
zahamowanie ich zaprogramowanej śmierci. Należy tu jednak wspomnieć, że w 
badaniach nad rakiem piersi [97], jam y ustnej i gardła [27] oraz żołądka [62] stwier
dzono odwrotny niż w przewlekłej białaczce limfatycznej związek pomiędzy po
ziomem p27 a apoptozą, tzn. wyższej zawartości tego białka towarzyszył zwiększony 
odsetek komórek apoptotycznych. Te rozbieżności mogą odzwierciedlać sygnali
zowany wcześniej różny, zależny od rodzaju badanych komórek wpływ p27 na 
przebieg zaprogramowanej ich śmierci.

Ze względu na fizjologiczną rolę p27 jako inhibitora proliferacji, wiele uwagi 
poświęcono wpływowi jego deficytu w komórkach nowotworowych na ich aktywność 
podziałową. Większość badań nie wykazała jednak oczekiwanej zależności pomiędzy 
zawartością p27 a powszechnie stosowanymi wskaźnikami potencjału prolifera- 
cyjnego komórek, takimi jak poziom białka jądrowego Ki-67 (np. [15, 62, 64, 
80, 84]). Zależność taką wykazano tylko w przypadku chłoniaków nieziarniczych
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[54, 70, 75], z wyjątkiem dwóch klas: wielkokomórkowych rozlanych chłoniaków 
linii B, gdzie dużej aktywności podziałowej towarzyszy wysoki poziom p27, oraz 
chłoniaków strefy płaszcza, których typowa odmiana cechuje się niskim potencjałem 
proliferacyjnym i niewykry walną zawartością p27 [70,74]. Należy jednak podkreślić, 
że niewykazanie związku pomiędzy zawartością p27 a wskaźnikami aktywności 
proliferacyjnej nie jest jeszcze dowodem na brak wpływu deficytu tegoż białka 
na potencjał podziałowy komórki. Badania Catzavelosa i współpr. [8 ] oraz Lody 
i współpr. [49] wykazały, że obniżonemu poziomowi p27 towarzyszy podwyższona 
aktywność kinazowa zależna od CDK2, cykliny A oraz cykliny E przy nie zm ie
nionych parametrach cyklu komórkowego.

Istotny jest też związek pomiędzy niedoborem p27 a stopniem zróżnicowania 
nowotworu. Liczne doniesienia potwierdziły wspomnianą uprzednio obserwację Cat- 
zavelosa i współpr. [8 ], że zawartość p27 jest tym mniejsza, im niższy jest stopień 
zróżnicowania i wyższy stopień złośliwości histologicznej guza. Stwierdzono to 
m.in. w raku piersi [12,33,97], pęcherza moczowego [79], pęcherzykowym tarczycy 
[85], wątroby [39] i błony śluzowej macicy [3].

Przytoczone doniesienia sugerują, że obniżony poziom p27 występuje szczególnie 
często w nowotworach nisko zróżnicowanych, o większym histologicznym stopniu 
złośliwości oraz ich przerzutach. Nasuwa to więc pytanie o miejsce deregulacji 
ekspresji KIPI w procesie karcynogenezy: czy inicjuje ona złośliwą transformację 
komórek, czy raczej pojawia się wtórnie podczas progresji choroby do postaci 
mniej zróżnicowanych histologicznie i bardziej inwazyjnych klinicznie. Niedawno 
wykazano, że zarówno heterozygotyczne, jak i pozbawione genu kip i myszy są 
szczególnie podatne na rozwój nowotworów indukowanych promieniami jonizu
jącymi oraz karcynogenami chemicznymi, ze szczególną predylekcją do guzów 
przysadki i jelita [23]. Obserwacja ta nie tylko uzasadnia zaliczenie K IPI do rodziny 
genów supresorowych transformacji nowotworowej, ale wskazuje na istotną cechę 
odróżniającą KIPI od innych znanych genów supresorowych, które -  zgodnie z 
hipotezą Knudsona o dwustopniowej mutacji danego locus (ang. two-mutation lub 
two-hit criterioń) -  tracą właściwości supresorowe dopiero po unieczynnieniu obu 
swych alleli. Aktywność supresorowa KIPI wymagałaby natomiast obecności dwóch 
funkcjonalnych alleli. W ykazano też, że p27 oddziałuje z pRB: myszy o genotypie 
kipi-/-, rb-/+ po utracie pozostałego allelu rb rozwijają gruczolakoraki przysadki 
i raki tarczycy wcześniej i o agresywniejszym przebiegu niż myszy kip i-/- lub 
rb-/-F [65].

W łaściwości kip i jako genu supresorowego nasuwają myśl o wykorzystaniu 
go do terapii genowej nowotworów. Dotychczasowe badania na liniach komór
kowych i guzach zwierzęcych taką możliwość potwierdzają. Transfekcja komórek 
linii raka piersi adenowirusem zawierającym sekwencję KIPI powoduje spadek 
aktywności kinazowej zależnej od CDK2, CDK1 i cykliny BI oraz ich zablokowanie 
w fazie G l/S  w większym stopniu niż transfekcja genem WAF1/CIP1 [14]. Trans-
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fekcja zaś genem K IPI linii raka okrężnicy HT29 powoduje obniżenie aktywności 
kinazowej zależnej od kompleksu CDK2-cyklina E, częściowe zahamowanie wzrostu 
oraz znaczny wzrost wrażliwości na maślan sodu jako czynnik pobudzający róż
nicowanie. W ymuszenie natomiast w tychże komórkach ekspresji genu WAF1/CIP1 
prowadzi do zmniejszenia ich gotowości do różnicowania [99]. Opublikowano już 
pierwsze wyniki badań nad możliwościami wykorzystania k ip i do leczenia no
wotworów zwierzęcych. Zainfekowanie guzów przeszczepialnego raka gruczołu 
mlekowego myszy adenowirusem zawierającym gen kip i spowodowało zmniejszenie 
się masy guza o prawie 60% (po transdukcji genu WAF1/CIP1 uzyskano zmniejszenie 
guza o 18%) oraz wywołało apoptozę komórek nowotworowych [71].
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PODSUMOWANIE

Białko p27 jest interesującym obiektem badań zarówno dla biologa komórki, 
jak i dla badacza zajmującego się patologią nowotworową. Lepsze poznanie wła
ściwości p27 ma znaczenie tak dla zrozumienia mechanizmów regulacji proliferacji 
komórkowej, jak  i dla medycyny klinicznej. Liczne dane potwierdzające znaczenie 
rokownicze jego poziomu w chorobach nowotworowych mogą być wykorzystane 
w opracowywaniu nowych strategii leczniczych, a ponadto na uwagę zasługują 
otwierające się możliwości wykorzystania go w terapii genowej rozrostów złośliwych.
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M AKROFAGI GONADY M ĘSKIEJ*

T E S T IC U L A R  M A C R O PH A G E S

Krzysztof BRYNIARSKI 

Katedra Immunologii Collegium Medicum UJ

Streszczenie: Makrofagi gonady męskiej (TMf) należą do populacji niezapalnych makrofagów tkanko
wych. Komórki te zlokalizowane są w tkance śródmiąższowej jądra, gdzie aktywnie się dzielą. Fizjo
logicznie nie występują one w świetle kanalików nasiennych. TMf uczestniczą wraz z komórkami 
Sertoliego w mechanizmie formowania bariery krew-jądro i kształtują specyficzne środowisko tego 
„uprzywilejowanego immunologicznie” narządu. Makrofagi jąder w sposób parakrynny regulują bez
pośrednio i pośrednio aktywność endokrynną komórek Leydiga i spermatogenezę. Wzajemne relacje 
pomiędzy TMf, komórkami Leydiga i komórkami Sertoliego dowodzą silnego powiązania funkcjonal
nego, jak też są dowodem oddziaływań układu immunologicznego z endokrynnym. Kooperacja komórek 
jądra, które warunkują odrębność immunologiczną gonad męskich, jest przedmiotem dalszych badań. 
(Postępy Biologii Komórki 2000; 27: 505-525)

Słowa kluczowe: makrofagi jąder (TMf), komórki Sertoliego, komórki Leydiga, monokiny, bariera 
krew-jądro, narządy immunologicznie uprzywilejowane

Summary: Testicular macrophages represent the population of non-inflammatory tissue macrophages. 
They are located in the testicular interstitial tissue, where they are able to proliferate, but physiologically 
they do not appear in the seminiferous tubules. Testicular macrophages and Sertoli cells are involved in 
the mechanism of blood-testis barrier, which makes testis an immunologically privileged organ. Testi
cular macrophages acting paracrinally, directly or indirectly, regulate the endocrinal activity of Leydig 
cells and spermatogenesis. Mutual relations between testicular macrophages, Leydig cells and Sertoli 
cells confirm their strong functional dependence as well as cooperation of immune and endocrine systems. 
Testicular cells relations, which take part in the formation of testis immune independence are still 
explored.
(Advances in Cell Biology 2000; 27: 505-525)

Key words', testicular macrophages (TMf), Sertoli cells, Leydig cells, monokines, blood-testis barrier, 
immune-privilege organs
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Makrofagi zaangażowane są w różnorodne funkcje układu odpornościowego w 
organizmie: poczynając od nieswoistych, takich jak: fagocytoza, usuwanie usz
kodzonych, zapalnie zmienionych tkanek oraz ich regeneracja. Pełnią funkcję ko
mórek prezentujących antygen, są źródłem wielu monokin i innych czynników 
regulacyjnych stanu zapalnego. Większość prac przeglądowych zajmuje się ma- 
krofagami jako komórkami układu immunologicznego [37,66], a jedynie nieliczne 
dotyczą udziału makrofagów w nieimmunologicznych interakcjach tkankowych. 
Makrofagi tkankowe opisywano w wielu narządach między innymi w śledzionie, 
wątrobie, węzłach chłonnych, płucach, grasicy, łożysku i macicy. Makrofagi tkan
kowe postrzegane są jako komórki zaangażowane w procesy regulacyjne w tkance 
śródmiąższowej także w męskich gruczołach płciowych [32,34].

1. CHARAKTERYSTYKA ANATOMICZNA 
GONAD MĘSKICH

Jądra stanowią parzyste gruczoły płciowe męskie umieszczone w skórno-mięś- 
niowym worku mosznowym poza jam ą brzuszną, co zapewnia temperaturę od
powiednio niższą, optymalną dla procesu spermatogenezy. Jądra otoczone są grubą 
łączno-tkankową, unaczynioną i silnie unerwioną torebką włóknistą. Ich miąższ 
podzielony jest na płaciki zawierające kręte kanaliki nasienne, które w części szczy
towej płacika przechodzą w kanalik prosty prowadzący do śródjądrza. Kanalik prosty 
stanowi początek drogi wyprowadzającej nasienie. W dolnej części śródjądrza ka
naliki proste tworzą sieć jądra prowadzącą nasienie do najądrza i do nasieniowodu. 
W płacikach jądra, pomiędzy kanalikami są przestrzenie wypełnione tkanką śród
miąższową, która przypomina budową tkankę łączną luźną. Zawiera ona naczynia 
krwionośne i limfatyczne oraz nerwy. Pomiędzy włóknami prekolagenowymi i kola
genowymi znajdują się fibroblasty, makrofagi, komórki tuczne i niezróżnicowane 
komórki mezenchymatyczne oraz występują grupami komórki gruczołowe Leydiga 
produkujące hormony płciowe. Trójwarstwowa błona własna kanalika nasiennego 
zawiera fibroblasty, miofibroblasty oraz włóknistą prekolagenową warstwę wewnę
trzną, na której opierają się komórki Sertoliego sięgające do światła kanalika nasie- 
niotwórczego. Komórki Sertoliego o silnej aktywności fagocytarnej usuwają ciałka 
resztkowe i degenerujący nabłonek plemnikotwórczy, produkują płyn odżywczy 
dla plemników i izolują komórki spermatogenezy [42].

M akrofagi gonady męskiej [TMf] są zlokalizowane w tkance śródmiąższowej 
poza kanalikami nasiennymi [35]. Ich liczba wzrasta od urodzenia do uzyskania 
dojrzałości płciowej [32]. Stanowią one około 25% wszystkich komórek tkanki 
śródmiąższowej [58]. TM f są populacją stosunkowo słabo poznaną i zasługują na
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szczególną uwagę, ze względu na potencjalne możliwości wpływania na procesy 
immunologiczne w gonadzie męskiej.

2. CHARAKTERYSTYKA CYTOMORFOLOGICZNA 
MAKROFAGÓW GONADY MĘSKIEJ (TMf)

TM f przybierają różnorodne kształty, od nieregularnych poprzez wydłużone do 
owalnych. M ają typowe, sferyczne jądro [35]. Chromatyna jądrow a jest zbita i 
usytuowana brzeżnie. Cytoplazma makrofaga jest mniej obfita niż w komórkach 
Leydiga, co zaznacza się zarówno w mikroskopie świetlnym, jak i elektronowym 
[32]. Zawiera umiarkowaną ilość siateczki śródplazmatycznej gładkiej i szorstkiej 
oraz mitochondria o typowej budowie. TMf, podobnie jak inne M f tkankowe są 
zdolne do fagocytozy. Poprzednio określane były jako komórki barwiące się metodą 
Schiffa [32]. Makrofagi jądrowe wykazują intensywny proces endocytozy. W wa
runkach in vitro pinocytują liczne substancje, takie jak: błękit trypanu [58], hCG 
(ludzką gonadotropinę kosmówkową), albuminę, FSH (folikulotropinę), witaminę 
A [32] i mieloperoksydazę [36]. Fagocytują krwinki czerwone, cząstki węgla [55], 
drobiny lateksu [46], opsonizowane bakterie Escherichia coli czy Klebsiella pneu
moniae [32], a także zabite lub uszkodzone komórki Leydiga [24]. TM f mają lizosomy 
o wyraźnie zróżnicowanej wielkości (co obrazuje różne fazy fagocytozy), zawierające 
liczne enzymy hydrolityczne między innymi kwaśną fosfatazę i sulfatazę arylową 
[32]. Powierzchnia TM f ma liczne wypustki cytoplazmatyczne, które zapewniają 
ich kontakt z innymi komórkami [3,32].

Dotychczas nie udało się wyodrębnić jednoznacznego markera powierzchniowego 
charakterystycznego dla TM f u badanych gatunków. Stwierdza się na nich natomiast 
kilka markerów wspólnych z makrofagami o innej lokalizacji.

Na TM f szczurów opisywano różne markery, np. ED-1 (obecne również na 
monocytach i makrofagach) [32,77], ED-2 (charakterystyczne dla makrofagów tkan
kowych) [32,77] i OX-42, będące odpowiednikiem Mac-1 u myszy. Mac-1 jest 
receptorem dla fragmentu C3 dopełniacza (CR3), dlatego też lokalizacja TM f w 
pobliżu łożyska naczyniowego może mieć istotne znaczenie dla fagocytozy uła
twionej (immunologicznej) [32,55]. TM f szczurze posiadają receptor dla fragmentu 
Fc immunoglobulin FcyRIg [32,55,79], a niektóre z nich są MHC klasy II pozytywne 
[55,58]. Najczęściej opisywanymi markerami M f myszy, charakterystycznymi rów
nież dla TM f są: F4/80 [47], BM -8 , MP-23, MOMA-1, M OM A-2 [35], a według 
naszych badań również marker C D Ilb  (Mac-1) [5,7], który występuje tylko na 
części dojrzałej populacji TM f [67]. Natomiast ludzkie TM f mają markery HLA-DR 
(MHC klasy II), CDI lb, C D llc , CD14 (receptor dla LPS) i CD 6 8  [15,63]. W 
stanach zapalnych jąder antygen MHC klasy II jest niekwestionowanym markerem 
aktywowanych TM f [32].
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3. POCHODZENIE TMf

Przyjmuje się ogólnie, że makrofagi zlokalizowane narządowo powstają poprzez 
zasiedlanie tkanek monocytami wywodzącymi się ze szpiku kostnego. Natomiast 
w przypadku TM f niektórzy badacze sądzą, że populacja ta składa się z dwóch 
rodzajów komórek o odmiennym pochodzeniu. Pierwsze, to typowe makrofagi tkan
kowe o pochodzeniu lokalnym (np. u szczurów jest to populacja ED 2+), stanowiące 
70-80%  całej populacji [77]. Drugą natomiast subpopulację stanowią makrofagi 
pochodzenia szpikowego, u szczurów ED1+, ED2’, które przywędrowały do jąder 
jako monocyty i po diapedezie z naczyń kapilarnych osiadły w tkance śródmiąższowej 
jądra [54]. Dowodem na lokalne pochodzenie TM f jest ich obecność w grzebieniu 
płciowym już u 11,5-dniowych płodów mysich [57], a w 7 tygodniu ciąży u płodów 
ludzkich [32]. Uważa się, że TM f pochodzą z komórek pierwotnych obecnych 
w tkance śródmiąższowej [47,57]. Lokalne podziały komórkowe TM f pozostają 
pod kontrolą hormonów przysadki [65].

U szczurów pierwsze TM f pojawiają się w 19. dniu życia płodowego. Ich liczba 
wzrasta gwałtownie między 13. a 20. dniem życia. Dalszy wzrost liczby TM f jest 
skorelowany z przyrostem masy jądra, która do osiągnięcia dojrzałości płciowej 
wzrasta około dwukrotnie. Wówczas jeden makrofag przypada na 3 lub 4 komórki 
Leydiga [47,58]. Z wiekiem stosunek ten ulega zmianie, gdyż liczba TM f wzrasta 
dwukrotnie, a komórek Leydiga spada o połowę [32]. Do 20. dnia życia osobniczego 
TM f pozostają luźno rozmieszczone w tkance śródmiąższowej między włóknami 
kolagenu. Następnie niektóre TM f tworzą zgrupowania (clusters) z komórkami 
Leydiga.

4. INTERAKCJE BEZPOŚREDNIE TMf 
I KOMÓREK LEYDIGA

M akrofagi są zdolne do interakcji z wieloma różnymi typami komórek o lokalizacji 
zróżnicowanej anatomicznie. Ich regulacyjny wpływ na komórki tkanki otaczającej 
zachodzi przez bezpośredni kontakt komórek lub też przez wydzielanie cząstek 
bioaktywnych [32]. Istnieje pogląd, że makrofagi tkankowe są co najmniej w tym 
samym stopniu zaangażowane w parakrynne oddziaływanie z innymi komórkami 
jak w mechanizmy odpowiedzialne za system obronny gospodarza.

U szczurów makrofagi jąder znajdują się w bezpośrednim kontakcie z komórkami 
Leydiga przez przeplatające się wzajemnie wypustki cytoplazmatyczne obu tych 
komórek [32,33]. Na granicy obu komórek stwierdza się obecność lamininy i kolagenu 
typu IV [32]. TM f tworzą takie połączenia z komórkami Leydiga dopiero po osiąg
nięciu dojrzałości płciowej szczurów, gdyż wcześniej izolowane są od nich włóknami
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kolagenu. W pobliżu palczastych rozgałęzień TMf, zakotwiczających makrofagi 
z komórkami Leydiga [3] zlokalizowanych jest wiele pęcherzyków endocytarnych, 
których funkcja w tej okolicy nie jest całkowicie wyjaśniona. W ystępują one u 
różnych gatunków i tworzą się w czasie najaktywniejszych faz dojrzewania gonad, 
w okresie poprzedzającym wydzielenie testosteronu. Inną strukturą morfologiczną 
na granicy kontaktu TM f z komórkami Leydiga jest strefa elektronowo gęsta [32] 
po wewnętrznej stronie błony cytoplazmatycznej makrofaga w pobliżu wypustek 
palczastych. Jest to struktura morfologiczna makrofaga powszechna w miejscu kon
taktu z innymi komórkami, np. z limfocytami, której nie obserwuje się między 
sąsiadującymi TM f [32]. W ykazano że komórki Leydiga wydzielają czynnik ha
mujący migrację makrofagów (MIF), dzięki któremu w sposób bezpośredni mogą 
regulować liczbę kooperujących z nimi TM f [54]. Znaczenie funkcjonalne połączeń 
TM f z komórkami Leydiga zostanie omówione później [3,34,43].

TM f i komórki Leydiga dysponują zatem zdolnością do rozpoznania i wzajemnej 
adherencji. Komórki Leydiga mogą ponadto tworzyć in vitro rozety z limfocytami 
lub eozynofilami [32]. Jest to proces gatunkowo nieswoisty, gdyż np. komórki 
Leydiga szczurów przylegają do leukocytów myszy, ludzi i szczurów, co wskazuje 
na konserwatywny mechanizm adherencji. Molekułami adhezyjnymi, które mogą 
uczestniczyć w procesie tworzenia rozet, są na komórkach Leydiga NCAM (CD56), 
na limfocytach (32-integryna (CD 18) oraz prawdopodobnie CD 6 8  lub CDI lb  ze 
strony TM f [15,32].

5. KOOPERACJA TMf Z KOMÓRKAMI LEYDIGA

Wpływ TM f na sekrecję testosteronu przez komórki Leydiga jest nie do końca 
wyjaśniony. In vitro wykazywano, że pod wpływem stymulacji FSH, TM f miałyby 
uwalniać substancje stymulujące wydzielanie testosteronu przez komórki Leydiga 
[32]. Inni badacze stwierdzali brak wpływu lub wręcz ujemne ich oddziaływanie 
TM f na aktywność endokrynną komórek Leydiga [2,49,73]. Dostrzeżono natomiast 
pozytywny wpływ TM f stymulowanych LPS na produkcję testosteronu, niezależny 
od uwalnianych przez TM f monokin IL-1 i IL - 6  [1], choć i w tym przypadku 
nie było pełnej zgodności poglądów [2 ].

Wiele badań obrazujących wzajemne zależności komórek Leydiga i TM f prze
prowadzono na modelu in vivo. Zastosowano techniki wybiórczej eliminacji ko
mórek jądra po dojądrowym podaniu selektywnych czynników toksycznych, które 
prowadziły bądź do uszkodzenia TM f liposomami z kwasem dwuchlorometyle- 
nodwufosforowym -  kwasem klodronowym (KKL) [24], bądź do usunięcia komórek 
Leydiga sulfonianem etylenodwumetanu -  EDS [22]. Badania toksyczności in vitro 
na izolowanych TM f i komórkach Leydiga wykazały silną toksyczność KKL dla
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TM f i niewielką dla komórek Leydiga [9]. Wykazano również, że zastosowanie 
KKL in vitro powoduje zahamowanie produkcji testosteronu [4] w komórkach Ley
diga. Natomiast EDS podany dojądrowo powoduje specyficzne uszkodzenie komórek 
Leydiga z następującą po nim infiltracją limfocytów CD4+, a następnie limfocytów 
CD 8 + o aktywności hamującej limfocyty CD4+, co nie korelowało z wydzielaniem 
hormonów przysadki [31].

Po wstrzyknięciu do prawego jądra liposomów zawierających kwas klodronowy 
obserwowano znaczny (do 90%) spadek ilości makrofagów, co w konsekwencji 
prowadziło do obniżenia produkcji testosteronu w jądrach. Model in vivo przedstawia 
fizjologiczny wpływ makrofagów na aktywność wydzielniczą komórek Leydiga. 
U szczurów selektywne usunięcie TM f przy pomocy KKL zapobiega odtworzeniu 
populacji komórek Leydiga usuniętych wcześniej EDS (23), co sugeruje kluczową 
rolę, jaką odgrywają TM f w proliferacji i różnicowaniu nowych komórek Leydiga. 
W dalszych badaniach wykazano również bezpośredni lub pośredni wpływ komórek 
Leydiga na liczbę makrofagów w jądrach [77]. Wpływ TM f na komórki Leydiga 
może zachodzić kilku sposobami (rys. 1). Może mieć on charakter troficzny [23], 
regulować procesy steroidogenezy [25], a także działać przez oś przysadka-jądro, 
głównie przez hormon luteinizujący, powodując aktywację endokrynną komórek 
Leydiga [22]. Tak więc bliżej nie sprecyzowane produkty TM f (np. czynnik oporny 
na pH) wpływają na produkcję testosteronu w drodze uruchomienia osi przysad- 
ka-jądra, głównie przez hamowanie sekrecji LH, jak i lokalnie przez ujemne sprzę
żenie zw rotne, przez bezpośredni wpływ tlenku azotu (uw alnianego przez 
makrofagi) na komórki Leydiga [25]. Istnieje również negatywny obwód regulacyjny, 
uruchamiany głównie w stanach zapalnych, kontrolujący poziom testosteronu przez 
TN F-a wytwarzany przez TM f [2]. Zarówno dodatnie, jak i ujemne obwody regulacji 
aktywności endokrynnej komórek Leydiga, w których biorą udział TMf, działają 
via komórka Sertoliego (rys. 1). Z jednej strony komórka Sertoliego ulega aktywacji 
przez FSH [8 ] i stymuluje in situ spermatogenezę. W wyniku tej aktywacji ulega 
wzmożeniu produkcja inhibiny, która na zasadzie ujemnego sprzężenia zwrotnego 
hamuje aktywację komórek Sertoliego przez FSH [2]. Z drugiej strony komórka 
Sertoliego ma receptor dla T N F-a i reaguje na tę monokinę wydzielaną przez 
TM f pobudzeniem spermatogenezy, co jednocześnie hamuje zarówno produkcję 
inhibiny, jak i aktywność endokrynną komórek Leydiga aktywowanych LH [2,78].

Niektórzy badacze dopatrują się istnienia w TM f swoistego systemu transportu 
peptydów, które mogłyby parakrynowo regulować produkcję hormonów sterydowych 
przez komórki Leydiga [60]. W edług innych TM f wydzielają czynnik zwany MDF 
(ang. macrophage derived factor) [29, 30] lub też niezidentyfikowany apolarny 
czynnik lipofilowy [34,50], który bezpośrednio aktywuje procesy steroidogenezy 
w komórkach Leydiga. Istotną rolę w pozytywnej regulacji endokrynnej komórek 
Leydiga przez TM f odgrywa prawdopodobnie M -CSF (rys. 1). Brak wydzielania 
M -CSF przez TM f jest domniemaną przyczyną obniżenia poziomu testosteronu
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RYSUNEK 1. Wpływ TMf na mechanizm wzajemnej regulacji aktywności sekrecyjnej komórek jądra, 
NN -  czynnik niezidentyfikowany, pozostałe skróty objaśniono w tekście; —»regulacja pozytywna,
-j-J-* regulacja negatywna

u myszy osteoporotycznych, w czego następstwie wykazują one istotny spadek 
żywych plemników w nasieniu [ 10,11 ]. W stymulacji TM f do wydzielania czynników 
troficznych dla komórek Leydiga [43] biorą udział wewnątrzkomórkowe jony wapnia. 
Zwrócono również uwagę, że NO, potencjalnie uwalniany z TMf, odwracalnie 
hamuje steroidogenezę w komórkach Leydiga aktywowanych hCG [18]. Zahamo
wanie to jest wynikiem zablokowania aktywności cytochromu P450 odpowiedzial
nego za utlenienie pierścienia cholesterolu do pregnenolonu [18].
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Tak więc wpływ TM f na rozwój komórek Leydiga i steroidogenezę jest mediowany 
bezpośrednio przez produkty sekrecji TM f (TNF-a, M-CSF, NO, MDF, czynnik 
lipofilowy), a także pośrednio przez aktywację hormonalną osi przysadka-jądro 
(rys. 1 ).

Ten skomplikowany hormonalno-parakrynny system regulacyjny in vivo może 
tłumaczyć odmienne wyniki badań uzyskiwanych na modelu in vitro [32]. W modelu 
in vitro, użycie izolowanych (niejednokrotnie w odmienny sposób) najczęściej dwóch 
populacji komórek, uniemożliwia pełną symulację wielu istotnych mechanizmów 
regulacyjnych zachodzących in vivo. W żywym organizmie zachowana jest nie 
tylko mozaika i architektura współpracujących ze sobą wielu typów komórek jądra, 
lecz także wpływ innych narządów i układów, w tym endokrynnego, na procesy 
metaboliczne w jądrze.

6. TMf A KOMÓRKI SERTOLIEGO

Komórki Sertoliego zlokalizowane są na wewnętrznej prekolagenowej warstwie 
błony podstawnej kanalika nasieniotwórczego i wnikają do jego światła. Dzięki 
silnym zespoleniom jednolitej warstwy komórek, izolują one szczelnie strefę ka
nalików nasiennych od tkanki śródmiąższowej jądra [42] i nie dopuszczają do „prze
sączania” IgG [53]. Dzięki temu zabezpieczają przed rozwojem  odpowiedzi 
immunologicznej w świetle kanalików nasiennych, z udziałem przeciwciał skie
rowanych przeciw komórkom mejotycznym i postmejotycznym. Jednak w części 
przypodstawnej przeciwciała mogą docierać z płynem tkanki śródmiąższowej.

U ludzi i kilku przebadanych gatunków zwierząt (myszy, szczurów, baranów) 
komórki Sertoliego, podobnie jak komórki rozrodcze, nie wykazują ekspresji anty
genów MHC klasy I i II [63], co odróżnia je  od makrofagów. Charakteryzują 
się wysoką aktywnością fagocy tarną i pochłaniają ciałka resztkowe oraz degenerujący 
nabłonek plemnikotwórczy [74]. Nie mają natomiast receptorów dla trzeciego skład
nika dopełniacza (CR3) oraz FcyRI i F cyR II /I I I  [6] charakterystycznych dla m a
krofagów i odpowiedzialnych za fagocytozę immunologiczną. Komórki Sertoliego 
wykazują ekspresję antygenu CD95L (FasL), dzięki któremu indukują proces apo- 
ptozy w limfocytach rozpoznających autoantygen posiadających odpowiedni ligand 
(CD95) [2]. Również dzięki identycznym mechanizmom makrofagi, jako komórki 
prezentujące antygen, mogą indukować apoptozę limfocytów [48]. Ten mechanizm 
wygaszania odpowiedzi immunologicznej ma z pewnością niebagatelne znaczenie 
w utrzymaniu tolerancji na autoantygeny komórek szeregu spermatogenezy [28].

T N F -a produkowany przez TM f stymuluje komórki Sertoliego wykazujące eks
presję receptorów dla T N F -a typu I i typu II [2] do produkcji czynników odżywczych 
dla plemników [2]. Komórki Sertoliego aktywnie wydzielają IL - la  [64], TG F-a,
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TGF-(3l TGF-(32 [13] i IL - 6  [74]. W komórkach Sertoliego wykazano wysoką 
aktywność syntazy PGE 2  [70] oraz obecność na błonie komórkowej integryn 
a l  (31 i a 9  (31 odgrywających rolę w interakcjach z białkami macierzy pozako- 
mórkowej [27]. Komórki Sertoliego u ludzi mają bezpośredni wpływ na regulację 
produkcji testosteronu przez wydzielanie insulinopodobnego czynnika wzrostu 
(IGF-1), który wzmaga aktywność enzymów przemiany sterydowej w komórkach 
Leydiga (rys. 1) [44]. Aktywacja przez FSH komórek Sertoliego [8 ] powoduje 
wzmożenie aktywności S-transferazy glutationu, która bezpośrednio pobudza 
aktywność spermatogenezy w kanalikach nasiennych [9]. Oprócz kooperacji komórek 
Sertoliego z komórkami Leydiga sugeruje się także wzajemne współdziałanie ko
mórek Sertoliego i TMf. W spółpraca tych ostatnich realizowana jest w zakresie:

1) utrzymania bariery immunologicznej w jądrach [2,30],
2) „tłumaczenia” sygnałów hormonalnych, np. FSH przez ekspresję i aktywację 

receptora FSH [8,9],
3) aktywacji enzymów, np. aktywacja inhibitora plazminogenu przez T N F-a 

[45] oraz
4) przez bezpośredni wpływ TM f i komórek Sertoliego na dojrzewanie komórek 

plemnikotwórczych [9,70].

7. AKTYWNOŚĆ WYDZIELNICZA MAKROFAGÓW 
GONAD MĘSKICH

Produkty sekrecji komórek linii monocyt/makrofag, w zależności od lokalizacji 
narządowej, mogą regulować funkcje hepatocytów, depolaryzować błonę miocytów, 
wpływać na wzrost i sekrecję osteoblastów, wpływać na tworzenie kolonii alweo- 
larnych II typu, na proliferację komórek mezangium (tkanki łącznej kłębka ner
kowego), astrogleju i fibroblastów  [32,71,72]. TM f w ytw arzają wiele białek 
odmiennych od produkowanych przez makrofagi otrzewnowe [32]. Spośród około 
1 0 0  przebadanych substancji białkowych lub ich podjednostek jedynie połowa z 
nich była identyczna dla obu typów komórek. Ponad połowę całkowitej ilości białka 
wydzielanego przez TM f stanowi proteina o nieznanej funkcji [32]. TM f wydzielają 
anion ponadtlenkowy i lizozym [32], które biorą udział w nieswoistych mecha
nizmach obronnych u różnych gatunków, choć w ilościach kilkukrotnie mniejszych 
niż makrofagi płucne czy otrzewnowe. Niewielkie zdolności sekrecyjne TM f są 
wyrazem braku ich aktywacji w odizolowanej od antygenów zewnątrzpochodnych 
tkance jądra. W iele białek wytwarzanych przez TM f ma działanie regulacyjne w 
stosunku do samych komórek jądra -  komórek Sertoliego i Leydiga.
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8. CYTOKINY I CZYNNIKI SEKRECYJNE TMf

C zynnik  m artw icy  now otw oru  typ alfa -  T N F -a

In vitro TM f produkują T N F -a jedynie po izolacji z użyciem kolagenazy [32], 
natomiast przy izolacji nieenzymatycznej wydzielają go dopiero po stymulacji LPS. 
T N F-a jest nieobecny w płynie śródmiąższowym, jakkolwiek w TM f wykazano 
obecność informacyjnego RNA (mRNA) [16,78], co może wskazywać na jego 
niską produkcję i akumulację. Sugerowano, że TM f nie wytwarzają klasycznej 
formy TN F-a, lecz czynnik podobny do T N F-a (TNF-like factor), gdyż przeciwciała 
anty T N F -a lub anty TNF-(3 nie neutralizowały jego cytotoksyczności w stosunku 
do linii L-929, używanej standardowo do oznaczania aktywności cytotoksycznej 
dla obu form TNF. Ponieważ jego wytwarzanie stymulowane jest przez LPS, może 
on być parakrynnym czynnikiem regulacyjnym produkcji hormonów płciowych 
w jądrach w warunkach patologicznych [56]. Początkowo sądzono, że T N F -a akty
wuje komórki Leydiga i stymuluje zarówno podstawowe wydzielanie testosteronu, 
jak i jego wydzielanie indukowane przez hCG. Dziś wiadomo, że wpływ ten jest 
hamujący [51,78] i ma charakter pośredni. Hamujący wpływ T N F -a na steroi- 
dogenezę komórek Leydiga zachodzi przez komórki Sertoliego [2,8,44,70], których 
lokalizacja w kanalikach nasiennych jądra uprzywilejowała do sprawowania kontroli 
nad procesem spermatogenezy [9,44].

In terleuk ina 1

TM f szczurów wytwarzają bioaktywną monokinę IL-1, głównie jej formę a , 
w ilości kilkadziesiąt razy mniejszej niż makrofagi otrzewnowe [1,29]. Natomiast 
komórki Leydiga są producentami IL-1(3 [3,41,70]. Również komórki Sertoliego 
wydzielają lub spichrzają IL - la  [64]. Podczas gdy forma (3 jest w całości prze
znaczona na eksport, forma a  jest również przechowywana wewnątrz komórek 
albo występuje w postaci związanej z ich powierzchnią.

Tak IL - la ,  jak i IL -1 (3 hamują u szczurów wpływ hCG na uwalnianie testosteronu 
przez komórki Leydiga. W ynika to z faktu podobnego działania biologicznego tych 
cytokin [32] oraz ze względu na przekazywanie sygnału za pośrednictwem tego 
samego receptora IL -1RI. Drugi receptor IL -1RII, wiąże z wyższym powinowactwem 
IL -1(3 niż IL -1 a ,  ale nie przenosi sygnału do wnętrza komórki. Późniejsze doniesienia 
dowodzą obecności w jądrach mysich receptora IL-1RI, o wyższym powinowactwie 
dla IL - la  i o niższym dla IL-1(3 [75].

IL-1 może wpływać na komórki kanalików nasiennych, gdyż przenika ona przez 
barierę krew-jądro około sześciokrotnie wydajniej niż albumina. IL - la  jest na
turalnym stymulatorem podziałów spermatogonii i wzmaga podstawową produkcję 
testosteronu w komórkach Leydiga [32].
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IL -1 (3 wpływa parakrynowo na aktywność steroidogenezy w komórkach Leydiga, 
przy czym efekt ten jest odwrotnie proporcjonalny do koncentracji testosteronu. 
IL -1 (3 stymuluje syntezę DNA w niedojrzałych komórkach Leydiga in vitro, co 
może mieć związek ze wzrostem liczby tych komórek przed osiągnięciem dojrzałości 
płciowej [40], choć zdania w kwestii wpływu IL -1 na komórki Leydiga są podzielone 
[73].

Inne cy tok iny  (G M -C S F , IL - 6 , M -C S F)

Niestymulowane TM f produkują kilkukrotnie więcej GM -CSF niż makrofagi 
otrzewnej [39]. Pobudzenie LPS zwiększa wydzielanie cytokin (IL-1, T N F -a i IL-6 ) 
natomiast znacznie hamuje sekrecję GM-CSF. Efekt wzmożenia syntezy cytokin 
uzyskiwano dopiero po łącznym zastosowaniu IFN-y, LPS i indometacyny, co su
gerować może fizjologiczny stan wygaszenia aktywności wydzielniczej cytokin w 
TM f przy udziale prostaglandyn. Nie obserwowano aktywności sekrecyjnej IL - 6  

przez TM f z populacji niestymulowanej, a jedynie po stymulacji LPS [1]. Po sty
mulacji wirusem Sendai zarówno TMf, jak i komórki Leydiga produkowały IFN 
typu I (IFN -a i IFN-(3) [17]. Zatem TM f ulegają aktywacji sekrecyjnej w zapaleniu 
bakteryjnym (LPS) lub wirusowym. W zakażeniu wirusowym IFN-y pojawiać się 
może jako efekt napływu limfocytów do ogniska zapalnego, natomiast produkcja 
IL - 6  (dawniej zwaną IFN-[3?) może być wynikiem pobudzenia do sekrecji TM f 
tkanki śródmiąższowej jądra. W ydzielanie IFN -a i IL - 6  jest charakterystyczne dla 
ostatecznie zróżnicowanej nie prol i ferującej formy M f [76].

P rostag landyny

TM f ham ują proliferację limfocytów krwi obwodowej zarówno przy ich bez
pośrednim kontakcie, jak i przy użyciu nadsączu z hodowli izolowanych TM f [38]. 
Aktywność supresyjna związana jest z obecnością w nadsączu prostaglandyn PGE 2  

i PGF2a. Inhibitor cyklooksygenazy -  indometacyna przywraca aktywność pro- 
liferacyjną limfocytów zahamowaną w obecności TMf.

Inne czynnik i w ytw arzane p rzez T M f

Proopiomelanokortyna (POMC), prekursor (3-endorfiny i hormonu adrenokorty- 
kotropowego, jest obecna w ekstraktach z jąder, płynie śródmiąższowym, komórkach 
Leydiga [21] oraz TM f [46]. Na poziom POMC i jej m-RNA nie wpływa dwume- 
tanosulfoetan (EDS), który działa toksycznie na komórki Leydiga [22]. Opisano 
również, produkowany przez TMf, czynnik oporny na niskie pH, nie będący ani 
IL -1, T N F -a  czy TGF-(3, który hamuje produkcję testosteronu w komórkach Leydiga 
u szczurów [32]. Donoszono także o uwalnianym z TM f lipofilnym czynniku wie
lokrotnie wzmagającym sekrecję testosteronu przez komórki Leydiga [33]. Nasze
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niepublikowane badania wykazały, że TM f produkują TGF-(3. W szystkie dotych
czasowe doniesienia wskazują na udział różnych czynników parakrynnych w od
działywania międzykomórkowe w jądrach. Konieczne są jednak dodatkowe badania 
dla określenia ich struktury molekularnej i znaczenia fizjologicznego.

9. HORMONY GONADOTROPOWE

W pływ  horm onu  fo liku lo tropow ego  (FSH ) na T M f

U zwierząt z usuniętą przysadką, podany dojądrowo FSH, znakowany radio
izotopem, deponowany jest na powierzchni TM f oraz w dużej ilości w ich lizosomach 
i cytoplazmie [32]. W skazuje to, że TM f mają zdolność do nieswoistego spichrzania 
FSH z tkanki śródmiąższowej drogą endocytozy. Sugerowano także, że TM f ludzi 
[32] i różnych gatunków zwierząt (myszy, szczurów, chomików) [23,32,52] posiadają 
swoisty receptor dla FSH o wysokim powinowactwie, ale małej pojemności [32], 
którego aktywacja miała powodować zmiany metaboliczne TM f (zwiększenie po
ziomu cAMP, mleczanu, nasilenie procesu transkrypcji i translacji) [32]. W przyjęciu 
takiego założenia posłużono się pewną analogią, gdyż na wielu komórkach, w 
tym na M f i na limfocytach, stwierdzono obecność receptorów dla różnorodnych 
hormonów, w tym dla neurohormonów [32]. Obecnie uważa się, że spośród komórek 
jądra, mRNA dla receptora FSH mają tylko komórki Sertoliego [8 ], a wpływ FSH 
na metabolizm TM f jest wyrazem pośredniego wpływu komórek Sertoliego na 
ich aktywność.

Wszystkie powyższe doniesienia potwierdzają jednak tezę o powiązaniu układu 
immuno-endokrynnego, są także dowodem wzajemnego wpływu i kontroli aktyw
ności na zasadzie sprzężeń zwrotnych zachodzących między poszczególnymi typami 
komórek tkanki jądra (TMf, komórki Sertoliego i komórki Leydiga).

W pływ  g o nado trop iny  kosm ów kow ej ludzkiej (hC G ) na T M f

Wpływ hCG na TM f jest dyskusyjny, a uzyskiwane wyniki są rozbieżne. Dominuje 
jednak pogląd o stymulującym wpływie hCG na liczebność TM f i komórek Leydiga 
w jądrach [32]. Efekt ten jest bardziej wyrazisty we wnętrostwie, przy czym wpływ 
tego hormonu na TM f jest pośredni, przez komórki Leydiga. Wskazuje na to fakt, 
że po zastosowaniu in vivo kwasu klodronowego, który eliminuje komórki Leydiga, 
hCG nie wpływa na zwiększenie liczby TM f w porównaniu z jądrem  zwierząt 
kontrolnych [23]. Ludzka gonadotropina kosmówkowa zwiększa liczbę TM f w ją 
drach od okresu noworodkowego aż do czasu osiągnięcia dojrzałości płciowej [65]. 
Istnieją jednak doniesienia nie wykazujące wpływu hCG na wielkość populacji 
TM f [32].
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W pływ  innych  horm onów  na T M f

Hormon wzrostu (GH) jak też prolaktyna (LTH) wpływają istotnie na zwiększenie 
liczby i wielkości TM f i wzmagają właściwości fagocytarne tych komórek [23]. 
Nie określono jednak, czy jest to efekt pośredniego czy bezpośredniego działania 
LTH na TM f [19]. Zarówno TMf, jak i nadsącz z ich hodowli hamują indukowaną 
przez hormon luteinizujący (LH) produkcję testosteronu przez komórki Leydiga, 
lecz nie ham ują podstawowego wydzielania testosteronu. Zahamowanie to jest pra
wdopodobnie wynikiem zaburzenia transportu cholesterolu do mitochondriów ko
mórek Leydiga jeszcze przed utworzeniem pregnenolonu [73].

W ielkość populacji M f jest regulowana przez hCG i LH prawdopodobnie za 
pośrednictwem innych substancji niż androgeny wydzielane przez komórki Leydiga, 
np. czynników angiogennych [12]. Sugeruje się udział TM f w sekrecji NO i regulacji 
osi przysadka-jądro [26]. Dootrzewnowe lub dojądrowe podanie egzogennego sub- 
stratu dla iNOS (indukowanej syntazy NO) estru metylowego L-argininy, powoduje 
spadek poziomu LH i testosteronu we krwi i w płynie tkanki śródmiąższowej jąder, 
a efekt ten nie występuje u myszy pozbawionych TM f [26].

10. METABOLIZM STERYDÓW

W ykazywano aktywność metaboliczną makrofagów wielu gatunków w przemianie 
sterydów [32]. Istnieją jednak doniesienia negujące udział TM f w metabolizmie 
testosteronu [73].

D ziałan ie  stero idów

Estrogeny [32], w przeciwieństwie do testosteronu [59], wpływają na zwiększenie 
aktywności fagocytarnej, produkcję IL-1 i ekspresję antygenów MHC klasy II przez 
TM f [32]. Dihydrotestosteron hamuje produkcję IL - 6  przez TMf, a także wytwarzanie 
IFN-y przez aktywowane limfocyty cytotoksyczne in vitro [59]. Testosteron nie 
ma wpływu na liczebność TM f w tkance śródmiąższowej jądra [32], gdyż ani 
antyandrogeny, ani blokery testosteronu nie hamują naturalnego przyrostu liczby 
makrofagów między 20. a 30. dniem po urodzeniu.

11. WPŁYW USUNIĘCIA PRZYSADKI

Oprócz zmian bezpośrednio związanych z usunięciem przysadki, spowodowanych 
brakiem hormonów tropowych, po hypofyzektomii pojawiają się zmiany pośrednie
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w postaci ogólnoustrojowego upośledzenia metabolizmu. W jądrze obserwowano 
zmiany w morfologii i funkcji TM f -  zmniejszeniu ulega całkowita objętość tkanki 
jądra, jak również liczby TM f [19]. U szczurów poddanych wycięciu przysadki 
podawanie FSH, LH i prolaktyny (lecz nie GH) powoduje ilościowy przyrost TM f 
[19]. Przeciwciała antygonadotropowe wywołują u szczurów istotny spadek liczby 
TM f (o 6 8 %) i stosunkowo niewielkie obniżenie liczby komórek Leydiga (o 18%) 
ze zmianą prawidłowego stosunku komórek Leydiga do TM f z 4:1 na 9:1 [20]. 
Uważa się, że aktywność oksydazowa glutationu w TM f spada po zabiegu usunięcia 
przysadki i można ją  przywrócić stosując podawanie gonadotropiny. W szystkie 
powyższe badania potwierdzają wpływ hormonów przysadki (FSH, LH i prolaktyny) 
na rozwój TM f [32].

12. WPŁYW SEZONOWYCH RYTMÓW BIOLOGICZNYCH

Zaobserwowano gatunkowo-specyficzne różnice w zdolności do produkcji na
sienia w zależności od okresu długiego czy krótkiego dnia. Ilość komórek Sertoliego 
pozostaje stała, ale liczba i wielkość TM f ulega sezonowym zmianom. Zarówno 
u chomików, jak i nietoperzy w okresie dnia krótkiego liczba TM f stanowi 70% 
ich liczby w okresie dnia długiego [32].

TM f ptaków lokalizują się w odmiennych strukturach jądra w okresie obniżenia 
aktywności reprodukcyjnej w związku ze zmianami pór roku. U łabędzi obserwowano 
przemieszczanie się TM f z tkanki śródmiąższowej do kanalików nasiennych w 
okresie dnia krótkiego, co sugerowało ich aktywność w usuwaniu zdegradowanych 
komórek spermatoidalnych [52]. U ssaków tylko w warunkach chorobowych (AIDS) 
lub w mutacjach genetycznych TM f występują w kanalikach nasiennych [32], na
tomiast w warunkach fizjologicznych funkcję usuwania debris tkankowego spełniają 
komórki Sertoliego.

13. BARIERA KREW-JĄDRO

Komórki tkanki śródmiąższowej jądra wraz z komórkami Sertoliego tworzą spe
cyficzne mikrośrodowisko jądra, które stanowi „narząd uprzywilejowany immu
nologicznie” . Uprzywilejowanie to warunkuje tzw. bariera krew-jądro [69], której 
zadaniem jest izolacja antygenów powstających w procesie spermatogenezy [69], 
na które, ze względu na późne pojawienie się w ontogenezie, nie wytwarza się 
w ustroju stan tolerancji immunologicznej. Pierwsze sugestie na temat istnienia 
bariery krew-jądro wysunięto, gdy barwnik podany dożylnie nie wybarwił komórek
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wewnątrz kanalika nasiennego, podczas gdy inne narządy, poza mózgiem, były 
nim wybarwione. Bariera krew - jądro nie istnieje przed okresem dojrzałości płcio
wej.

Bariera krew-jądro składa się z kilku poziomów anatomicznych i/lub funkcjo
nalnych.
1. Selektywnie przepuszczalny śródbłonek naczyń krwionośnych pozwala jedynie na 

przesącz zawierający 1% białka, zwany płynem śródmiąższowym [62]. Ta sele
ktywna przepuszczalność śródbłonka regulowana jest w drodze hormonalnej przez 
gonadotropinę kosmówkową (hCG), hormon luteinizujący (LH) i serotoninę [69]. 
W warunkach patologicznych, np. w alergicznym zapaleniu jąder, mediatory 
ostrego stanu zapalnego wzmagają przepuszczalność, co w konsekwencji prowadzi 
do pojawienia się wysięku zawierającego przeciwciała IgG l, 2 i 3, IgM i IgA oraz 
liczne limfocyty [14]. Zatem bariera krew-jądro warunkowana jest odpowiednim 
mikrokrążeniem krwi w jądrach, regulowanym czynnikami hormonalnymi, para- 
krynnymi izapalnym i [14]. W warunkach prawidłowych TM fposiadająaktywność 
supresyjną poprzez wydzielane eikozanoidy (PGE 2  i PGF 2 CO [38] oraz monokiny 
supresyjne TGF-(3 i IL-10 [5].

2. M echanizm ograniczający napływ limfocytów T CD4+ i CD 8 + sprawia, że bardzo 
niewiele limfocytów przekracza barierę śródbłonka kapilar jądrowych i migruje 
fizjologicznie do tkanki śródmiąższowej [31, 63], podczas gdy duża liczba limfo
cytów dociera do torebki łączno-tkankowej jądra. Sugeruje to, że śródbłonek 
naczyń torebki stanowi barierę bardziej szczelną dla limfocytów niż kapilary 
śródmiąższowe jądra. W alergicznym zapaleniu jąder potwierdza to zróżnicowany 
transport immunoglobulin w tych dwóch miejscach [80].

3. Trzecim elementem tworzącym barierę krew-jądro jest trójwarstwowa struktura 
kanalika nasiennego zbudowanego z warstwy fibroblastów i komórek mioidal- 
nych, prekolagenowej warstwy wewnętrznej oraz ściśle przylegających i połączo
nych komórek Sertoliego [62]. Bariera ta w niewielkim stopniu przepuszcza 
albuminę, a bardziej efektywnie białka o niższej masie molowej, np. cytokiny IL - 1 

[2] i GM -CSF [53]. Niektóre antygeny spermatogonii typu A i preleptotenowych 
spermatocytów występują także na komórkach Sertoliego [80] lub też ulegają 
przesączaniu na zewnątrz kanalików prostych i są prezentowane przez TM f 
M HCII-pozytywne, co w konsekwencji może prowadzić do powstania autoprze- 
ciwciał. Istnieje szereg mechanizmów, które mogą wyhamować potencjalną zdol
ność prezentacji autoantygenów komórek rozrodczych przez TM f [80] (patrz 
rozdz. TM f a komórki Sertoliego).
Im m unologiczne uprzywilejowanie jąder manifestuje się również dłuższym okre

sem odrzucania skórnych dojądrowych przeszczepów heterotopowych (czyli wy
konanych do miejsca nierównoważnego anatomicznie), nawet ksenogenicznych, niż 
w innych tradycyjnych miejscach przeszczepiania [61,69]. Dłuższe przeżycie prze
szczepu dojądrowego obserwowano także w przypadku wnętrostwa [6 8 ]. Brak od
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rzucania przeszczepu nie wynika z wewnątrzjądrowej niewydolności fazy w yko
nawczej (eferentnej), bo immunizacja wstępna przeszczepem ortotopowym (skóry) 
daje dobrą odpowiedź odrzucenia homologicznego przeszczepu w jądrze. M echanizm 
opóźnionego odrzucania przeszczepu w jądrze nie jest znany, wykazano jednak 
brak wpływu testosteronu na jego przetrwanie i przeżywalność [6 8 ]. W ydaje się 
prawdopodobne, że istotną rolę może tu odgrywać obecność innych bliżej niezi
dentyfikowanych czynników immunosupresyjnych, np. protektyny, która pojawia 
się w jądrach dopiero w okresie dojrzałości płciowej [64].

14. CHOROBY AUTOIMMUNIZACYJNE JĄDER

Immunizacja homogenatem izologicznych jąder indukuje powstanie alergicznego 
zapalenia jąder [80]. Zmiany, które są wynikiem autoagresji, zwykle obejm ują na- 
cieczenie tkanki śródmiąższowej przez granulocyty, makrofagi i limfocyty. W w a
runkach fizjologicznych tylko TM f znajdujące się w bezpośrednim kontakcie z 
kanalikami nasiennymi prostymi wykazują pozytywną ekspresję M HC klasy II 
[55,58]. Natomiast TM f zlokalizowane w tkance śródmiąższowej z innych części 
jądra stają się MHC klasy II pozytywne dopiero po immunizacji homogenatem 
jądra z kompletnym adjuwantem Freuda (FCA) [80]. To%wzmożenie ekspresji anty
genów MHC klasy II można wyhamować przez podanie przeciwciał anty IFN-y
[32].

Eksperymentalne, alergiczne zapalenie jąder można przenieść na „naiwnych” 
(nieuczulonych) biorców przy pomocy limfocytów CD4+ dawców uczulonych ho
mogenatem z jąder [80]. O ile jednak aktywne uczulenie wywołuje zmiany zapalne 
w całej objętości jąder, to bierny transfer uczulonych limfocytów CD4+ powoduje 
u biorców zmiany w jądrach wyłącznie wokół kanalików prostych, gdzie zlokali
zowane są TM f mające antygeny MHC klasy II [32]. Przyczyna tej charakterystycznej 
lokalizacji związana jest z fizjologicznie istniejącym przesączaniem na zewnątrz 
kanalików prostych antygenów komórek rozrodczych. U przyszłego dawcy lim 
focytów, na skutek domięśniowego podania homogenatu jądra w FCA, pojawia 
się stan autoimmunizacji na antygeny komórek rozrodczych. U biorcy limfocyty 
tego dawcy, (uczulone limfocyty CD4+) rozpoznają antygeny prezentowane przez 
MHC klasy II pozytywne TM f [80], co w efekcie prowadzi do charakterystycznych 
zmian zapalnych jądra.

Struktura i funkcja jąder warunkuje złożoność procesów regulacyjnych zacho
dzących pomiędzy różnymi typami komórek tego narządu. Procesy te regulowane 
są zwrotnie w obrębie tkanki jądra zarówno w sposób bezpośredni przez kontakt 
komórek, jak i pośredni za pomocą wytwarzanych mediatorów. W pływają na nie 
także hormony regulacyjnej osi przysadka-jądro, których receptory występują na
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różnych, lecz wzajemnie funkcjonalnie powiązanych komórkach jądra. W yjaśnienie 
tej złożonej regulacji może pozwolić na rozwiązanie problemów dotyczących cyto- 
architektury i fizjologii męskich gruczołów płciowych.
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APOPTOZA I M ETODY JEJ IDENTYFIKACJI*

A P O P T O S IS  A N D  M E T H O D S  O F  ID E N T IF IC A T IO N  
O F  T H IS  P H E N O M E N O N

Dorota SULEJCZAK 

Zakład Neurofizjologii, Instytut Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN

Streszczenie: W piśmiennictwie ostatnich lat wyróżnia się dwa rodzaje śmierci komórkowej. Są to: 
przypadkowa śmierć komórki, która jest definiowana jako martwica i programowana śmierć komórki, 
nazwana apoptozą. W niektórych sytuacjach, np. w wielu stanach patologicznych, oba typy śmierci 
komórkowej mogą współwystępować. Bardzo ważne jest określenie, który rodzaj śmierci komórkowej 
dominuje w konkretnej chorobie, ponieważ jest to jedna z dróg do znalezienia i zastosowania właściwego 
leczenia. Do identyfikacji komórek apoptotycznych i martwiczych w badanej populacji komórkowej 
stosuje się szereg metod. Pozwalają one na wykrywanie endonukleolitycznej degradacji DNA, zmian 
morfologii komórki i aktywacji lub supresji określonych białek. Niniejsza praca przedstawia i dyskutuje 
szereg metod, które powinny być użyte do prawidłowej i jednoznacznej charakterystyki śmierci komórki. 
(Postępy Biologii Komórki 2000; 27: 527-568)

Słowa kluczowe: apoptoza, nekroza, fragmentacja DNA, TUNEL, ISNT, histochemia.

Summary: Two alternative modes of cell death are distinguished in the recent literature. The first one is 
an accidental cell death, generally defined as necrosis and the second one is programmed cell death 
(PCD), called apoptosis. In some situations, for example in many pathologies, both types of cell death 
can occur simultaneously. It is very important to know which type of cell death is dominant in case of 
particular disease, because it determines effective therapy. Numerous methods have been employed to 
identify apoptotic and necrotic cells. The methods enable to detect endonucleolytic DNA degradation, 
changes in cell morphology and presence of particular proteins activated. The present study shows and 
discusses multiple methods that should be used for a proper characterisation of cell death.
(Advances in Cell Biology 2000; 27: 527-568)

Key words: apoptosis, necrosis, DNA fragmentation, TUNEL, ISNT, histochemistry.
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I. WSTĘP

W piśmiennictwie ostatnich lat znaczącą pozycję zajmują artykuły traktujące
0 różnych typach śmierci komórek. Badania prowadzone w różnych modelach do
świadczalnych wykazały, iż proces umierania komórek może przebiegać z odm ienną 
kinetyką i według różnych mechanizmów. Nagłe zahamowanie procesów m eta
bolicznych i rozpad komórki nazwano śmiercią martwiczą. M artwica postrzegana 
jest jako proces bierny. W trakcie ontogenezy natomiast dochodzi do zaprogra
mowanej fizjologicznej śmierci określonych komórek organizmu. Jest to proces 
aktywny. Przebiega z udziałem metabolizmu komórkowego i obejmuje aktywację 
genów i syntezę białek. Ten rodzaj śmierci nazwano programowaną śmiercią komórek 
(ang. PCD) lub apoptozą [46,56,71,103]. U osobników dorosłych w przebiegu nie
których stanów chorobowych wykazano w komórkach zmiany podobne pod w zglę
dem biochemicznym do zmian rejestrowanych podczas apoptozy rozwojowej.

Oba pojęcia śmierci: apoptotycznej i martwiczej odnosi się, szczególnie w opinii 
klinicystów, do nagłej śmierci komórki. Natomiast schorzenia przewlekłe, podczas 
których degeneracja i umieranie komórek jest procesem często bardzo powolnym 
(nieraz trwającym latami), nie mogą być postrzegane jako proces martwiczy. D e
generacja ta jest często związana z powolną utratą funkcji komórki, gromadzeniem 
się w jej wnętrzu złogów uszkodzonych lub nieprawidłowych białek i substancji 
lipidowych (np. lipofuscyny). Obserwuje się zmiany morfologiczne typowe dla 
określonych patologii. Ten rodzaj śmierci komórkowej nie będzie jednak przed
miotem niniejszej pracy.

Opracowano szereg metod badawczych dla celów pełnej charakterystyki typu
1 przebiegu obumierania komórki, a w szczególności śmierci apoptotycznej. Wbrew 
powszechnym przekonaniom, nie wszystkie techniki umożliwiająjednoznaczną iden
tyfikację apoptozy. Uzasadnione więc wydawało się podjęcie próby systematycznego 
omówienia i krytycznej dyskusji tych technik na podstawie danych literaturowych 
i własnych doświadczeń zdobytych w Zespole, w którym prowadzimy badania 
nad degeneracją układu nerwowego.

II. MARTWICA A APOPTOZA -  
RÓŻNICE W OBRAZIE MORFOLOGICZNYM 

I PRZEBIEGU ŚMIERCI KOMÓRKOWEJ

M artw ica  (n ecro sis , nekroza)

M artwica jest biernym, katabolitycznym procesem degeneracyjnym. Często jest 
określana jako „przypadkowa” śmierć komórki [56]. Charakteryzuje m.in. wiele
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stanów chorobowych. Proces ten jest konsekwencją działania na komórkę czynników 
uszkadzających jej funkcje w sposób nieodwracalny. Dotyczy często dużych, zwar
tych grup komórek. Ta powszechność i zsynchronizowanie w czasie znacznie ułatwia 
wykrywanie komórek martwiczych i pozwala na łatwiejszą rejestrację zjawiska. 
Martwicę cechuje szereg charakterystycznych zmian morfologicznych (rys. 1, tab.
1 ), zapoczątkowanych poszerzeniem się siateczki śródplazmatycznej i obrzękiem 
mitochondriów. Następnie dochodzi do zniesienia aktywnego transportu jonów przez 
błonę komórkową. W kolejnym etapie procesu błona komórkowa ulega perforacji. 
W oda i jony, głównie sodu i wapnia, w warunkach fizjologicznych wypompowywane 
na zewnątrz komórki, wnikają do jej wnętrza. Dochodzi do obrzęku komórki, co 
jest konsekwencją utraty przez nią zdolności do zachowania równowagi wodno- 
elektrolitycznej. Zaktywowane endonukleazy tną DNA komórki na fragmenty zróż
nicowane pod względem  wielkości. Poddane rozdziałowi elektroforetycznemu

TABELA 1. Zmiany rejestrowane w komórce podczas nekrozy

Zmiany morfologiczne Zmiany biochemiczne Odpowiedź tkankowa
• utrata integralności błony 

komórkowej
• pęcznienie cytoplazmy

i mitochondriów
• pęcznienie i dezintegracja 

organelli komórkowych
• liza komórki

• zaburzenia funkcji transporte
rów, kanałów jonowych

• cięcie DNA w miejscach 
przypadkowych

• proces pasywny, niezależny 
od ATP, przebiega również 
w 4°C

• wywoływana przede w szy
stkim przez czynniki pato
genne: wirusy wywołujące 
lizę komórki, hipotermia, 
h ip o k s ja , is c h e m ia ,

trucizny
metaboliczne

• dotyka całych grup 
komórek w tkance

• fagocytoza przez makrofagi
• odczyn zapalny

RYSUNEK 1. Schemat zmian morfologicznych obserwowanych w komórce w przebiegu martwicy: A -  
komórka prawidłowa; B -  pierwsze stadium nekrozy; pęcznienie komórki; na tym etapie jest to proces 
odwracalny; w sytuacji, gdy uszkodzenia komórki wywołujące uruchomienie procesu nekrotycznego 
zostaną naprawione, komórka może powrócić do stanu prawidłowego; C -  nieodwracalne pęcznienie 
komórki i organelli komórkowych; morfologia jądra komórkowego i chromatyny pozostaje niezmieniona 
na tym etapie trwania procesu; D -  dezintegracja komórki i jej organelli, w tym również losowe cięcie 
DNA; przez uszkodzoną błonę komórkową zawartość komórki wydostaje się do przestrzeni międzyko
mórkowej wywołując stan zapalny
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pofragmentowane DNA formuje w żelu ciągłą smugę (ang. smear). Destrukcja 
chromatyny przebiega w końcowym stadium zmian związanych z procesem m ar
twicy. W  ostatnim etapie martwicy dochodzi do rozpuszczenia komórki pod wpływem 
uwolnionych enzymów lizosomalnych. Tak dzieje się w przypadku martwicy roz- 
pływnej. M oże też dojść do obkurczenia się i zestalenia macierzy komórkowej 
w przebiegu martwicy koagulacyjnej (skrzepowej). Przejawia się ona wzmożoną 
kwasochłonnością w barwieniu komórki hematoksyliną i eozyną [49].

M artwica jest procesem niespecyficznym i jej obraz zależy od rodzaju uwol
nionych enzymów. Powstałe produkty rozpadu komórki wywołują odpowiedź ko
mórek należących do układu odpornościowego, takich jak: leukocyty, limfocyty, 
makrofagi oraz fagocytozę prowadzącą do usuwania pozostałości martwych komórek 
i tkanek.

A poptoza

Apoptoza, w przeciwieństwie do martwicy, jest procesem czynnym, często zw ią
zanym z akty wacją genów. Określana jest, jak wspomniano, mianem aktywnej śmierci 
komórki. Charakteryzuje ją  szereg specyficznych zmian morfologicznych i bio
chemicznych (rys. 2, tab. 2). W e wczesnym stadium śmierci apoptotycznej dochodzi 
do kondensacji i fragmentacji chromatyny. Kondensacja rozpoczyna się w strefie 
obwodowej jądra komórkowego, bezpośrednio przylegającej do błony. Skonden
sowana chromatyna często przybiera kształt półksiężyca lub koła. Ma wygląd „gład
ki”, pozbawiony struktury typowej dla normalnego jądra komórkowego. DNA 
komórki apoptotycznej cięte jest przez endonukleazę zależną od jonów wapnia i 
magnezu (tzw. CAD -  caspase activated deoxiribonuclease) [81,102]. Tnie ona 
nić DNA pomiędzy nukleosomami, tworząc odcinki DNA odpowiadające wielkością 
nukleosomom (180-200 par zasad (bp)) oraz ich wielokrotności. Rozdzielone metodą

RYSUNEK 2. Schemat zmian morfologicznych rejestrowanych w komórce apoptycznej: A -  komórka 
prawidłowa; B -  komórka apoptyczna; wczesne zmiany morfologiczne; DNA komórki apoptycznej ulega 
kondensacji i lokuje się przy błonie jądrowej (czarna obwódka wewnątrz jadra przedstawia pierścień 
skondensowanej chromatyny); C -  skondensowany materiał genetyczny przedstawiono jako ciemne 
ziarna; DNA jest cięte przez endonukleazy, początkowo na większe fragmenty, a później między 
nukleosomami; odcinki DNA o niskiej masie cząsteczkowej przemieszczają się do cytoplazmy komórki 
(czarne strzałki); dochodzi do kurczenia się komórki i jej fragmentacji, błona komórkowa wypukła się i 
tworzy „pęczerzyki” (ang. blebbing)', D -  ciałka apoptotyczne powstają w końcowym etapie apoptozy
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TABELA 2. Zmiany zachodzące w komórce podczas apoptozy

Zmiany morfologiczne Zmiany biochemiczne Odpowiedź tkankowa
• zmiana symetrii błony komór

kowej przy zachowaniu jej 
integralności

• obkurczanie się cytoplazmy
i kondensacja chromatyny

• agregacja chromatyny 
przy błonie jądrowej

• fragmentacja cytoplazmy
i segregacja organelli komór
kowych

• tworzenie się pęcherzyków  
przez otaczanie błoną komór
kową fragmentującej cyto
plazmy (ang. blebbing)

• powstawanie ciałek apoptoty-
cznych przez odrywanie 
się pęcherzyków od 
komórki macierzystej

• translokacja FS do zewnętrz
nej warstwy błony komór
kowej

• aktywacja kinaz białkowych 
(np. kinaz MAP, w tym JNK) 
i fosfataz

• wypływ cytochromu c
i AIF z mitochondriów

• aktywacja kaskady kaspaz
• cięcie DNA na mono- 

i oligonukleosomy
• aktywny proces zależny

od ATP, nie przebiega w 4°C

• indukowana przez:
1. zmianę fizjologiczną 
(spadek poziomu czynników  
troficznych i wzrostowych, 
zmiany w dopływie hormo
nów do komórki)
2. działanie toksyn (zewnę
trznych czynników uszka
dzających, toksyn komórko
wych: nadmiaru aminokwa
sów pobudzających, tzw. 
ekscytotoksyn, wolnych 
rodników, jonów wapnia)

• w pojedynczych komórkach 
rozsiana w tkance prawi
dłowej

• fagocytoza przez rezydujące 
komórki żerne (np. mikroglej 
w układzie nerwowym) 
oraz wędrujące makrofagi

• brak odpowiedzi zapalnej

elektroforezy pofragmentowane DNA tworzy w żelu oddzielone od siebie prążki 
dające charakterystyczny obraz „drabinki” . Jej „szczeble” stanowią odcinki DNA
0 wielkości nukleosomów i' ich wielokrotności (rys. 3). W następstwie tak prze
biegającej degradacji DNA można łatwo ekstrahować frakcję DNA o niskiej masie 
cząsteczkowej (patrz rozdział V) [29]. Należy zaznaczyć, że niektóre typy apoptozy, 
np. apoptoza rozwojowa, mogą przebiegać bez fragmentacji DNA lub też materiał 
genetyczny może być cięty na fragmenty o długości 50000-300000 bp (50-300 
kb) [67,75,76,83]. Następnie jądro komórkowe ulega fragmentacji. We wczesnym 
etapie śmierci apoptotycznej, poprzedzającym fragmentację jądra, komórki ulegają 
odwodnieniu. Ubytek wewnątrzkomórkowych elektrolitów prowadzi nie tylko do 
kondensacji chromatyny, ale też cytoplazmy, zmniejszenia się i zmiany kształtu 
komórki. Zbiorniki ziarnistej siateczki śródplazmatycznej i aparatu Golgiego (w 
przeciwieństwie do innych organelli komórkowych, które nie wykazują znaczących 
zmian morfologicznych) w różnym stopniu ulegają poszerzeniu i rozpadowi. Za
chodzące w komórce zmiany biochemiczne opisano w rozdziale IV. Do zmian 
tych należą m .in.: mobilizacja wewnątrzkomórkowego wapnia, destrukcja mikrotubul
1 aktywacja transglutaminaz, które katalizują powstawanie wiązań między niektórymi 
białkami komórkowymi [49,72]. W wyniku translokacji fosfatydyloseryny (FS) do
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RYSUNEK 3. Schemat elektroforetycznego rozdziału DNA pozyskanego z komórek apoptycznych i 
nekrotycznych: A -  DNA komórek apoptycznych jest cięte przez specyficzną nukleazę CAD między 
nukleosomami; miejsca cięcia DNA zaznaczono grotami strzałek; w celu uzyskania większej przejrzy
stości schematu dokonano pewnych uproszczeń: cząstki rdzeniowe nukleosomów, które w rzeczywistości 
składają się z 8 cząsteczek białek histonowych owiniętych dwukrotnie nicią DNA, przedstawiono jako 
jednokrotny splot DNA wokół 4 cząsteczek białek histonowych; poinięto również pojedyncze cząsteczki 
białek histonowych związane z DNA łączącym sąsiadujące cząstki rdzeniowe; B -  w trakcie rozdziału w 
żelu elektroforetycznym powstałe odcinki DNA formują prążki tworzące charakterystyczny obraz dra
binki; na rysunku przedstawiającym schematycznie komórkę apoptotyczną pokazano dwie frakcje DNA: 
czarne kółka obrazują frakcję znajdującego się wewnątrz jadra komórkowego skondensowanego (HMW 
DNA), natomiast małe, czarne znaczki symbolizują LMW DNA, którego część przez pory w błonie 
jądrowej przemieszcza się do cytoplazmy komórki apoptotycznej; C -  dostępny na całej długości dla 
enzymów nukleolitycznych materiał genetyczny komórek nekrotycznych (lewa część rysunku) ulega 
całkowitej destrukcji, a powstałe fragmenty DNA tworzą ciągłą smugę w żelu elektroforetycznym

zewnętrznego listka błony komórkowej rejestruje się zanik asymetrii rozmieszczenia 
fosfolipidów w błonie [26]. W kolejnym etapie dochodzi do fragmentacji cytoplazmy. 
Od błony komórkowej odpączkowują tzw. ciałka apoptotyczne. Są to otoczone 
błoną fragmenty komórki zawierające resztki cytoplazmy, organelle komórkowe 
oraz fragmenty chromatyny. Sugeruje się, iż w przebiegu procesu oddzielania się 
ciałek apoptotycznych od komórki macierzystej dochodzi do wzrostu sumarycznej
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powierzchni błony komórkowej. Miałaby być ona uzupełniana w wyniku fuzji pę
cherzyków siateczki śródplazmatycznej i aparatu Golgiego [49].

W materiale tkankowym badanym ex vivo apoptozę trudno jest ocenić ilościowo. 
Jest to konsekwencją intensywności i dynamiki procesu. Apoptotyczna śmierć ko
mórki przebiega w czasie od kilku do kilkunastu godzin, a ciałka apoptotyczne 
ulegają szybkiej fagocytozie [18,46,56,103]. Dlatego liczba rejestrowanych komórek 
apoptotycznych często stanowi niewielki procent całkowitej liczby komórek, które 
weszły w stan apoptozy.

Rozróżnienie mechanizmów śmierci komórkowej może sprawiać dużą trudność. 
W ynika ona z faktu, iż umierająca komórka nie zawsze wykazuje typowy obraz 
zmian apoptotycznych lub martwiczych [15,27,69]. Podczas apoptozy może np. 
nie dochodzić do cięcia DNA między nukleosomami lub też, mimo typowej degradacji 
DNA, m ogą nie ujawniać się inne charakterystyczne zmiany. Takie aberracje w 
obrazie apoptozy spotykane są często w komórkach nabłonkowych [18]. Również 
niektóre komórki martwicze mogą wykazywać typowe dla apoptozy cięcie DNA 
[16,27].

III. DLACZEGO APOPTOZA?

Śmierć komórek o mechanizmie i przebiegu podobnym do apoptozy wykryto 
już u niektórych jednokomórkowych eukariontów, np. u pierwotniaka -  orzęska 
Tetrahymena thermophila  [3]. Apoptozopodobna śmierć części komórek w przy
padku tych organizmów mogłaby służyć kontroli liczebności kolonii w sytuacji 
ograniczonych zasobów pokarmowych. Występujące u jednokomórkowców pry
mitywne formy programowanej śmierci komórki mogły być punktem wyjścia do 
ewolucji apoptozy u wyższych wielokomórkowych organizmów zwierzęcych i ro
ślinnych. Proces programowanej śmierci komórek odkrywa się obecnie w coraz 
większej liczbie organizmów wielokomórkowych. Wśród bezkręgowców apoptozę 
stwierdzono m.in. u jam ochłona -  stułbi. Dochodzi do niej również podczas prze
poczwarzania się owadów. U kręgowców apoptozę rejestruje się w toku morfogenezy 
[42], w dojrzewaniu systemu immunologicznego, „obrocie” i odnawianiu się tkanek.

Apoptoza spełnia szczególną rolę w kształtowaniu się układu nerwowego ssaków 
[9,68]. Rozwijający się zarodek wytwarza nadmiar komórek nerwowych. W okresie 
przedurodzeniowym  i w pierwszych tygodniach po urodzeniu dochodzi do tworzenia 
się połączeń nerwowych z organami i strukturami unerwianymi. W trakcie tego 
procesu neuroblasty i niedojrzałe neurony, za pośrednictwem rosnących wypustek 
(aksonów), współzawodniczą o substancje troficzne i czynniki przeżycia wydzielane 
przez struktury docelowe. Dokonuje się proces selekcji. Te komórki, które nie 
wytworzyły połączeń, ulegają eliminacji w przebiegu programowanej śmierci. Uwa

http://rcin.org.pl



534 D. SULEJCZAK

ża się, że w toku rozwoju i dojrzewania układu nerwowego ssaków ginie 50%, 
a niekiedy więcej, neuronów wyjściowej populacji.

Warto podkreślić fakt, że niektóre komórki umierające w wyniku apoptozy nie 
są usuwane z organizmu, ale pozostają w nim przez pewien czas. Tworzące naskórek 
keratynocyty powstają w jego głębszej warstwie podstawowej, skąd migrują na 
powierzchnię, wypychane przez stale powstające nowe komórki. Przemieszczając 
się przez warstwę rogową naskórka, keratynocyty umierają. Nie ulegają jednak 
fagocytozie, ale docierają na powierzchnię skóry, gdzie są złuszczane i stale za
stępowane nowymi [20,100]. Z podobnym zjawiskiem mamy do czynienia w przy
padku tworzenia się kosmków jelitowych. Komórki tworzące kosmek m igrują od 
jego nasady ku szczytowi. Proces ten trwa kilka dni. Po osiągnięciu celu komórki 
umierają na drodze apoptozy i ulegają złuszczeniu. Kolejnym przykładem są, for
mujące się już podczas rozwoju zarodkowego, komórki soczewki oka [2 0 ].

Początkowo uwaga badaczy koncentrowała się na roli programowanej śmierci 
komórek w rozwoju zarodkowym. Jednak szybko zainteresowanie przeniosło się 
na organizmy dorosłe. W e wszystkich ich tkankach znajdowano pojedyncze, po
pełniające samobójstwo komórki. Przykładem masywnej apoptozy jest dokonująca 
się w grasicy segregacja dojrzewających limfocytów T, które mogą zostać zmuszone 
do samounicestwienia, jeżeli staną się potencjalnym zagrożeniem dla organizmu. 
Przed dostaniem się do krwiobiegu wszystkie limfocyty, które nie potrafią roz
poznawać obcych antygenów lub atakują tkanki własnego organizmu, giną śmiercią 
apoptotyczną. Dzieje się tak jedynie w warunkach fizjologicznych. Zaburzenia apo
ptozy mogą być jednym  z czynników prowadzących do niezdolności organizmu 
do obrony przed patogenami lub do chorób autoimmunologicznych. Samobójstwo 
popełniają także komórki poważnie i nieodwracalnie uszkodzone (np. w wyniku 
mutacji w genomie); na skutek oparzeń słonecznych skóry apoptozie ulegają, opisane 
wcześniej, keratynocyty. Apoptoza w tych warunkach wywołana jest znacznymi 
uszkodzeniami materiału genetycznego tych komórek i poprzedza ich migrację w 
kierunku powierzchni skóry.

Dane literaturowe wskazują na możliwość usuwania przez apoptozę komórek 
zainfekowanych wirusem. Po wniknięciu do komórki gospodarza wirus hamuje 
syntezę białek komórkowych i „przestawia” jej maszynerię genetyczną na syntezę 
białek swoich własnych cząstek. W wielu typach komórek może to być sygnał 
do indukcji apoptozy w zakażonej komórce. Ponieważ śmierć gospodarza grozi 
eliminacją wszystkim bytującym w niej cząstkom wirusa, niektóre wirusy wykształ
ciły zdolność hamowania apoptozy komórek gospodarza. M ogą to osiągnąć pro
dukując inhibitory apoptozy (np. wirus Epsteina-Barra) lub degradując białka 
proapoptotyczne (np. wirus ospy krowiej oraz wirus brodawczaka) [20]. Organizm 
gospodarza nie pozostaje jednak bezbronny. W trakcie ewolucji wytworzył strategie 
pozwalające na eliminację zainfekowanych komórek wraz ze znajdującymi się w 
ich wnętrzu wirusami. Cytotoksyczne limfocyty T wiążą się z zakażoną komórką
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docelową i wydzielają perforyny, białka dziurawiące błony komórkowe oraz gran- 
zymy (patrz rozdział IV), które wnikają przez wytworzone pory do zarażonej komórki 
i aktywują proteazy ICE -  co może wywołać apoptozę. Jeżeli do apoptozy jednak 
nie dochodzi, to przez powstałe pory wnikają jony wapnia, które współdziałając 
z granzymami mogą wywołać martwicę zainfekowanej komórki [2 0 ].

Do samobójczej śmierci może również doprowadzić pozbawienie komórki czyn
ników wzrostu i przeżycia. Z drugiej strony, dochodzące do komórki sygnały, np. 
hormonalne o tym, że jest już niepotrzebna, indukują apoptozę. Taki sygnał hor
monalny reguluje np. aktywność gruczołów mlekowych i czynność endometrium, 
wyściełającej macicę błony śluzowej [61]. Sprzeczne wskazówki dotyczące podziału 
komórki m ogą również wywołać jej samounicestwienie. Biologiczna funkcja apo
ptozy polega więc na eliminacji potencjalnie szkodliwych lub zbędnych organizmowi 
komórek.

Prawie wszystkie komórki organizmu wykazują zdolność do wejścia w proces 
programowanej śmierci. Różnica polega na łatwości, z jaką dana komórka może 
zainicjować swoją śmierć. Podatność komórki na uruchomienie programu śmierci 
i szybkość jego  uruchomienia zależy od typu komórki i stopnia jej rozwoju. Komórki 
trudne do zastąpienia, np. neurony dojrzałego układu nerwowego, wchodzą w apo
ptozę trudno. W  mózgu dorosłych ssaków właściwie nie dochodzi do namnażania 
się neuronów, nagła ich utrata może mieć dramatyczne skutki dla organizmu. Dlatego 
też komórki nerwowe w porównaniu z innymi komórkami organizmu są bardziej 
„oporne” na apoptozę. Natomiast w komórkach, które szybko ulegają wymianie, 
np. komórkach krwi, zjawisko to wywołać jest dość łatwo.

Przedmiotem badań nad apoptozą stały się przede wszystkim choroby nowo
tworowe, w których przebiegu często dochodzi do apoptotycznej śmierci komórek 
guzów. Istnieją również dane wskazujące na możliwość udziału procesu apopto- 
tycznego w niektórych chorobach zwyrodnieniowych. U podstaw zainteresowania 
badaczy mechanizmem samobójczej śmierci komórki leży, oprócz celów poznaw
czych, potencjalna możliwość regulowania i kontroli procesu apoptotycznego.

IV. MECHANIZMY SAMOBÓJCZEJ ŚMIERCI 
KOMÓRKOWEJ

Komórki produkują szereg białek umożliwiających im samounicestwienie. Białka 
te zostają uaktywnione w sytuacji, gdy komórka dostanie sygnał do samozagłady. 
Szczegółowy opis czynników przeprowadzających oraz kontrolujących przebieg 
samobójczej śmierci komórki nie jest jednak przedmiotem niniejszego opracowania. 
Omówiono jedynie te czynniki, które wykorzystuje się jako markery apoptozy w 
technikach wykrywania komórek apoptotycznych.
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B iałka C ed-3 i C ed-4

Organizmem najczęściej wykorzystywanym w badaniach nad mechanizmami 
kontrolującymi PCD stał się nicień Caenorhabditiselegans [22,33,34,36-38,41,104- 
106]. Jest to organizm prosty, którego ciało zbudowane jest z 1090 komórek, więc 
łatwy do badania. Podczas rozwoju osobniczego 131 komórek jego ciała ulega 
eliminacji na drodze apoptozy, zależnej od proapoptotycznych produktów genów, 
takich jak np.: ced-3 i ced-4 (celi death). Ich negatywnym regulatorem jest białko 
Ced-9 [36]. W szystkie komórki ciała nicienia wykazują ekspresję genów śmierci, 
jednak apoptozie ulega tylko 131 komórek, które nie są chronione przez aktywność 
Ced-9 [ 104]. Inakty wacja genu ced-9 prowadzi do śmierci embrionów Caenorhabditis 
elegans na skutek apoptozy wielu komórek, które powinny przeżyć, gdyż w rozwoju 
robaka przebiegającym prawidłowo nie są indukowane do śmierci. Natomiast mutacje 
unieczynniające geny ced-3 i ced-4 blokują tylko apoptozę, umożliwiając przeżycie 
131 komórkom przeznaczonym do śmierci. Oszczędzone w ten sposób komórki 
są zdolne do tylko częściowego różnicowania. Również funkcje, jakie pełnią w 
dojrzałym organizmie robaka, są bardzo ograniczone [21,35].

B iałka B cl-2

Ssaczy protoonkogen£c/-2 wykryto w chłoniaku limfocytów B (B CeliLymphoma) 
[37]. Produkuje on antyapoptotyczne białko o wysokiej homologii do Ced-9, ko
twiczące w zewnętrznej błonie mitochondrialnej oraz błonie jądrowej i błonach 
siateczki śródplazmatycznej. Rola Bcl-2 w transformacji nowotworowej jest nie
typowa. Nie stymuluje ono, jak produkty innych onkogenów, podziałów komór
kowych, lecz wzmaga oporność komórek nowotworowych na apoptozę. Wysoki 
poziom produkcji białka Bcl-2 jest częstą cechą tych komórek. Przykładem komórek 
prawidłowych o fizjologicznym wysokim poziomie Bcl-2 są melanocyty. Są to 
komórki skóry wytwarzające melaninę, która chroni inne komórki przed promie
niowaniem ultrafioletowym. Dzięki dużej ilości Bcl-2 trudno wchodzą w apoptozę. 
Ponieważ zdolność melanocytów do samobójczej śmierci jest bardzo ograniczona, 
jeśli ulegną one transformacji nowotworowej, nie mogąc umrzeć wytwarzają zło
śliwy, łatwo tworzący przerzuty nowotwór -  czerniak [2 0 ].

Stwierdzono, że w komórkach z nadekspresją bcl-2 apoptoza ulega zahamowaniu 
lub znacznemu ograniczeniu [45,85]. Białka rodziny Bcl-2 pełnią funkcję regulatorów 
apop tozy  p rzez  o d d zia ły w an ie  na w iele is to tnych  dla kom órki procesów  
[60,61,79,84,91,97,98]. Należą do nich:
1 ) kontrola komórkowego poziomu jonów (zwłaszcza jonów wapnia, wodoru, potasu 

i chloru),
2 ) nadzór nad stanem redoks,
3) regulacja wypływu z mitochondriów czynników proapoptotycznych, takich jak: 

cytochrom c i AIF (apoptosis inducingfactor),
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4) aktywacja enzymów pełniących kluczową rolę w apoptozie (kaspaz i DN-az).
Postuluje się również, że antyapoptotyczne działanie Bcl-2 może polegać na 

ochronie przed spadkiem mitochondrialnego potencjału transbłonowego f 11,32,86]. 
W komórkach ssaków wykryto inne białka o budowie homologicznej do Bcl-2. 
Tworzą one wspólną rodzinę białek Bcl-2 [79], z których tylko część działa anty- 
apoptotycznie. Są to: białko Bcl-xL, regulujące apoptozę w komórkach nerwowych 
i nieneuronalne białka Bcl-w, Mcl-1, Brag. Inni przedstawiciele tej rodziny (Bax, 
BcI-xS, Bak, Bik i Bad) wykazują działanie proapoptotyczne. Białka Bcl-2 mają 
zdolność tworzenia homo- i heterodimerów. Stosunek homodimerów białek anty- 
apoptotycznych do proapoptotycznych w danej komórce decyduje o jej śmierci 
bądź przeżyciu. Natomiast połączenie się w heterodimery białek o przeciwstawnym 
charakterze powoduje inhibicję ich biologicznej aktywności [19].

K aspazy

Podobnie jak  Ced-9 wykazuje podobieństwo strukturalne i funkcjonalne do Bcl-2, 
tak C ed-3  wykazuje homologię do specyficznej proteazy człowieka, kaspazy 1. 
Enzym ten, przekształcający nieaktywny biologicznie prekursor interleukiny 1 w 
formę aktywną, uczestniczącą w wywoływaniu stanów zapalnych [77,106], został 
pierwotnie nazwany ICE {interleukin-1 converting enzyme). Odkrywane kolejno 
białka wykazujące podobną budowę i ten sam mechanizm działania nazwano pro- 
teazami ICE lub kaspazami. Proteazy te trawią białka substratowe w miejscach 
łańcucha białkowego leżących bezpośrednio za resztą asparaginianową, a do katalizy 
wykorzystują jedną ze swoich reszt cysteinowych [64]. Te dwie właściwości znalazły 
swoje odzwierciedlenie w nazwie enzymów -  kaspazy {cysteine-depenclent aspartate 
specific proteaze). Proteazy ICE są dimerami zbudowanymi z różniących się wiel
kością podjednostek. Uczestnicząca w katalizie reszta cysteinowa jest zlokalizowana 
w większej, a kilka aminokwasów tworzących centrum aktywne enzymu -  w mniej
szej podjednostce. Kaspazy powstają w postaci nieaktywnych prekursorów. Prekursor 
składa się na ogół z N-końcowej prodomeny o różnej długości i dwóch właściwych 
podjednostek rozdzielonych domeną o charakterze regulatorowym. Dojrzewanie i 
aktywacja enzymu polega na uwolnieniu właściwych podjednostek w wyniku pro
teolitycznego odcięcia domeny regulatorowej i prodomeny. Uważa się, że w aktywacji 
kaspaz uczestniczą one same lub proteazy o podobnej specyficzności substratowej, 
ponieważ miejsca cięcia znajdują się za resztami asparaginianowymi [19,64].

Biologiczna rola proteaz ICE w apoptozie polega na cięciu białek komórkowych. 
Prowadzi to do zniszczenia komórki w wyniku uszkodzenia jej istotnych składników 
strukturalnych. Jedną ze ssaczych kaspaz, biorących udział w apoptozie, jest kaspaza 
3. Jest to białko niezbędne dla prawidłowego rozwoju organizmu. Pełni kluczową 
rolę w rozwoju układu nerwowego. Pozbawione jej genu embriony mysie giną 
masowo, a ich mózgi wykazują znaczne nagromadzenie neuronów, do którego nie
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dochodzi w prawidłowym rozwoju osobniczym [19]. Kaspaza 3 wywołuje destrukcję 
materiału genetycznego przez aktywację endonukleazy CAD [23,55]. Poza tym 
inaktywuje enzymy naprawiające DNA [51,88], co również uniemożliwia komórce 
dalsze funkcjonowanie [17,102]. Kluczowe znaczenie kaspazy 3 w apoptotozie po
twierdza jej zdolność do cięcia białek cytoszkieletowych, takich jak: aktyna i spe- 
ktryna oraz lamina jądra komórkowego [48,73].

Inna proteaza ICE wykazuje specyficzność substratową wobec antyapoptoty- 
cznych białek z rodziny Bcl-2, które w wyniku katalizy ulegają przekształceniu 
do białek proapoptotycznych. Zamiast hamować przyspieszają śmierć komórki. Ka
spazy uczestniczą także w aktywacji kinaz, odpowiedzialnych za modyfikacje bio
chemiczne w błonach komórkowych. Powstałe modyfikacje umożliwiają rozpoznanie 
i wchłonięcie przez komórki sąsiadujące odpączkowujących ciałek apoptotycznych. 
M odyfikacje w błonach komórkowych zachodzą przy udziale aktywowanego przez 
kaspazy enzymu -  transglutaminazy [24]. We wczesnych etapach apoptozy ka
talizuje on powstawanie wiązań lizyna-glutamina w białkach błony komórkowej. 
Błona cytoplazmatyczna pod wpływem działania transglutaminazy staje się bardziej 
zwarta. Chroni to komórki, a później ciałka apoptotyczne, przed pękaniem i prze
dostawaniem się ich zawartości do przestrzeni międzykomórkowej.

Podczas apoptozy dochodzi do wzajemnej aktywacji kaspaz. Pojawiło się pytanie 
o czynnik inicjujący kaskadę kaspaz. Odpowiedź znaleziono znów w badaniach 
Caenorhabditis elegans. Na rysunku 4. wyjaśniono przebieg tego procesu. Kaspaza 
Ced-4 stymuluje do autokatalizy proteazę Ced-3 w procesie zależnym od ATP
[33]. Autoaktywację Ced-3 hamuje białko inhibitorowe Ced-9 związane z błoną 
mitochondrialną. Ced-9 tworzy kompleksy z Ced-4. Prowadzi to do przemieszczenia 
Ced-4 z cytozolu do błony mitochondrium, co uniemożliwia mu aktywację zlo
kalizowanego w cytozolu Ced-3.

C y toch rom  c

U ssaków proces aktywacji pierwszej w łańcuchu przemian kaspazy jest bardziej 
skomplikowany, choć przebiega podobnie. Odpowiednikiem Ced-4 jest cytozolowe 
białko A pafl (ang. apoptosis activating factor 1), które aktywuje prokaspazę 3 
[10,107]. A pafl występuje we wszystkich typach komórek, jednak szczególnie wy
sokie stężenie wykazuje w komórkach narządów i tkanek charakteryzujących się 
wysokim poziomem apoptozy, np. śledziony, embrionalnego mózgu i płuc [107]. 
Białko to do swej aktywności wymaga ATP oraz obecności cytochromu c (Apaf2). 
Cytochrom c jest zlokalizowany w mitochondrialnej przestrzeni międzybłonowej, 
gdzie uczestniczy w łańcuchu oddechowym i syntezie ATP. W komórkach będących 
we wczesnych stadiach apoptozy zarejestrowano wypływ cytochromu c do cytozolu 
[78]. Uwalnianie cytochromu c z przestrzeni międzybłonowej mitochondriów za
chodzi stopniowo i nie zakłóca przemian energetycznych komórki, niezbędnych
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RYSUNEK 4. Autoaktywacja prokaspazy Ced-3 u C. elegans. Prokaspaza Ced-3 tworzy za pośrednic
twem proteazy Ced-4 nieaktywny kompleks z białkiem inhibitorowym Ced-9 związany z błoną mito- 
chondrialną. Hamuje to autoaktywację Ced-3 (górny panel). Po otrzymaniu przez komórkę sygnału 
stymulującego ją do śmierci następuje oddzielenie się i uwolnienie do cytozolu kompleksu Ced-4/Ced-3 
od związanego z błoną mitochondrialną, przez domenę hydrofobową, białka Ced-9. W wyniku oddzie
lenia od Ced-9 proteaza Ced-4 stymuluje do autokatalizy kaspazę Ced-3 (dolny panel)

do przeprowadzenia apoptozy, która jest procesem ATP-zależnym. Uważa się, że 
rolę regulatorów wypływu cytochromu c do cytozolu pełnią, opisane wcześniej, 
białka rodziny Bcl-2. W ynika to z ich potencjalnej zdolności do tworzenia kanałów 
jonowych w błonach komórkowych [78]. Mechanizm wypływu cytochromu c nie 
jest do końca poznany i ciągle stanowi przedmiot badań. Proponowane są różne 
mechanizmy uwalniania tego czynnika. Sugeruje się, że do wypływu Apaf2 dochodzi 
w wyniku oddziaływań proapoptotycznych białek rodziny Bcl-2 na tzw. megakanały 
(ang. megachannels, zwane inaczej permeability transitionpore  -  P T p o re ) [63,97]. 
Inna hipoteza wskazuje na rolę zmian potencjału elektrochemicznego błony mi- 
tochondrialnej w tym procesie. W następstwie tych zmian mogłoby dochodzić do 
uwolnienia cytochromu c na skutek pęcznienia i pękania zewnętrznej błony mi- 
tochondrialnej. Najnowsze dane wskazują, że aktywację prokaspazy 3 poprzedza 
aktywacja prokaspazy 9 [33,52]. Ulega ona aktywacji przez kompleks A pafl/cy-
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Prokaspaza 3
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RYSUNEK 5. Autoaktywacja prokaspazy 3 u ssaków. Białka z rodziny Bcl-2 mają zdolność tworzenia 
kanałów jonowych w błonach komórkowych. Zlokalizowane w błonie mitochondrialnej (górny panel), 
regulują wypływ cytochromu c do cytozolu znajdującego się w mitochondrialnej przestrzeni międzybło- 
nowej. Po indukcji komórki do śmierci apoptotycznej (dolny panel) uwolniony cytochrom c (Apaf2) 
tworzy kompleks z cytozolowym białkiem Apafl, które przy udziale ATP aktywuje prokaspazę 9. 
Aktywna kaspaza 9, jako Apaf3, przyłącza się do kompleksu. Pełny kompleks: Apafl/Apaf2/Apał3 
stymuluje prokaspazę 3 do autoaktywacji. Aktywna kaspaza 3 prowadzi do destrukcji i śmierci apopto
tycznej komórki. Białkami docelowymi dla kaspazy 3 są: A -  białka przez nią aktywowane: 1) kinazy 
białkowe odpowiedzialne m.in. za biochemiczne modyfikacje błon komórkowych, 2) endonukleaza CAD 
tnąca DNA; B -  białka, które kaspaza 3 inaktywuje: 1) enzymy uczestniczące w tzw. splicingu RNA, 2) 
enzymy naprawiające DNA

tochrom c, a następnie, jako tzw. Apaf3, przyłącza się do kompleksu aktywującego 
kaspazę 3 [10,52] (rys. 5).

Do aktywacji kaspaz może dojść bez udziału A pafl i cytochromu c, a więc 
w drodze niezależnej od Bcl-2. Ma to miejsce np. w procesie eliminacji z organizmu 
limfocytów B niepotrzebnych po zwalczeniu infekcji. Kluczową rolę w tym procesie
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pełnią cytotoksyczne limfocyty T [19]. Pod wpływem ich działania w limfocytach 
B dochodzi do autoakty wacji kaspazy 11. W procesie tym pośredniczy zlokalizowany 
przy błonie komórkowej kompleks białkowy, związany z pewnymi receptorami 
powierzchniowymi. Są to m.in.: Fas i receptor TNF (ang. tumor necrosis factor) 
[62]. Także niepotrzebne już organizmowi limfocyty T są usuwane w drodze apoptozy 
indukowanej za pośrednictwem receptora Fas, przy czym może dochodzić do sa- 
moindukcji apoptozy w limfocycie lub też indukcji przez inną komórkę T [20]. 
Bodźcem aktywującym jest przyłączenie się do receptora jego ligandu wydzielonego 
przez limfocyty T. Cytotoksyczne limfocyty T mogą zmuszać komórki do apoptozy 
również dzięki wydzielaniu granzymu B [82,96]. Jest to proteaza sery nowa wpro
wadzająca, podobnie jak proteazy ICE, cięcie w łańcuchu białka docelowego za 
resztą asparaginianową. Ta właściwość granzymu B umożliwia mu aktywację kaspaz 
bez konieczności ich wcześniejszej samoaktywacji.

B iałko A IF

Kolejnym proapoptotycznym czynnikiem uwalnianym z mitochondriów w prze
biegu apoptozy jest AIF (apoptosis inducing factor). Podobnie jak ma to miejsce 
w przypadku Apaf2, mechanizm uwalniania AIF do cytozolu nie jest do końca 
wyjaśniony. Jest to kwestia ciągle badana i kontrowersyjna, dlatego też zostanie 
tu przedstawiona w znacznym uproszczeniu. Proponuje się różne hipotezy. Jedne 
sugerują, że AIF może opuszczać międzybłonową przestrzeń mitochondrialną na 
drodze niespecyficznej poprzez uszkodzenia powstałe w zewnętrznej błonie mi- 
tochondrialnej komórek [10]. Inne znów [63] wskazują na związek wypływu tego 
czynnika do cytoplazmy z megakanałami [50,91,97]. Białko Bcl-2 działa jako en
dogenny antagonista kanałów PT i hamuje wypływ AIF do cytozolu [50,91,92], 
natomiast proapoptotyczne białka rodziny Bcl-2 aktywują ten wypływ [50,91,97]. 
Uwolniony do cytoplazmy AIF ulega translokacji do jądra komórkowego. Jego 
proapoptotyczna funkcja polega na aktywacji kaspaz (w tym kaspazy 3), a następnie 
działaniu, za pośrednictwem aktywowanych jądrowych endonukleaz, na skonden
sowaną chromatynę jądrową, co prowadzi do jej wstępnej fragmentacji na odcinki 
wielkości około 50 kb [10,92].

G eny supresorow e now otw oru

Zarówno programowana śmierć komórki, jak i cykl podziałowy na pewnym 
etapie mają te same, wspólne mechanizmy regulacji. Uczestniczą w nich geny 
wczesnej odpowiedzi komórkowej, takie jak: c-myc, c-fos, c-jun, geny niektórych 
cyklin i kinaz cyklinozależnych oraz geny supresorowe nowotworu: p53  (patrz 
niżej) i Rb. Każdy z wymienionych czynników ma inną wartość „identyfikacyjną” 
jako marker odpowiedzi komórkowej. Jest oczywiste, że pobudzenie genów c-myc,
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c-fos i c-jun może być wskaźnikiem apoptozy. Produkty tych genów uczestniczą 
jednak w wielu różnych procesach przebiegających w żywej komórce. Nie są swoiste 
tylko dla programowanej śmierci komórki. Dlatego wykrycie w komórce obecności 
wspomnianych wyżej białek nie wystarczy, żeby uznać ją  za komórkę apoptotyczną. 
Analiza musi być powiązana z badaniem innych charakterystycznych dla tego typu 
śmierci markerów.

W spomniane wyżej białko p53 może indukować apoptozę. Zwłaszcza jeśli w y
wołana jest ona przez uszkodzenia DNA, które są zbyt rozległe, by komórka mogła 
je naprawić [89]. Samobójcza śmierć komórki w tym wypadku jest spowodowana 
aktywacją genu bax i zahamowaniem ekspresji genu bcl-2, którego p53 jest „wy- 
ciszaczem”. Niezdolność do zajścia procesu apoptozy w wielu nowotworach tłumaczy 
się występowaniem w nich uszkodzeń w genie p53. Brak p53 lub występowanie 
jego niefunkcjonalnych form wykazano w znacznej części nowotworów, m.in. raku 
jelita grubego, płuc czy piersi.

C zynnik i transkrypcy jne

Interesującym białkiem o postulowanym związku z apoptozą jest czynnik trans- 
krypcyjny NFkB. Pełni on rolę regulatora ekspresji genów zaangażowanych w reakcje 
odpornościowe i zapalne [8,87,99]. NFkB jest dimerem białek należących do rodziny 
REL: p50 i p65 [6-8,65,94]. W większości komórek czynnik ten występuje w 
formie nieaktywnej związany z białkiem hamującym IkB, maskującym region od
powiedzialny za translokację do jądra komórkowego [58]. W tej formie NFkB 
jest zgromadzony w cytoplazmie komórki. Aktywacja czynnika (rys. 6 ) polega 
na odszczepieniu białka hamującego [8,12,40,94]. Warunkiem zajścia tego procesu 
jest fosforylacja i następująca po niej degradacja inhibitora IkB [99]. Konieczność 
degradacji białka inhibitorowego wynika z faktu, że jego ufosforylowana forma 
również zachowuje zdolność wiązania NFkB [54,57,70]. Aktywny czynnik trans- 
krypcyjny NFkB ulega przemieszczeniu do jądra komórkowego, gdzie łączy się 
z elementami „kB” w  promotorach regulowanych przez siebie genów. Pozbawienie 
komórek zdolności do syntezy IkB alfa wywołuje konstytutywną stałą aktywację 
NFkB i prowadzi do szybkiej śmierci zwierząt [95]. Sugeruje to, że NFkB może 
pełnić rolę induktora w procesach śmierci komórkowej. Zasadnicza większość danych 
dostępnych na temat NFkB pochodzi z badań komórek układu odpornościowego 
i komórek nowotworowych. Dopiero wykrycie w ostatnich latach apoptozy w ukła
dzie nerwowym skłoniło badaczy do badań tego czynnika w tkance nerwowej 
[5,43,44]. Z badań innych [43,44] i naszego zespołu [90] wyłania się interesująca 
możliwość funkcji tego czynnika transkrypcyjnego jako działającej wstecznie cząstki 
sygnałowej. Szczególnie wysoki poziom czynnika NFkB znaleziono w pewnych 
populacjach.neuronów związanych z aktywnością sekrecyjną hormonów [90]. Po
jedyncze prace [13,14,47,53] sugerują proapoptotyczną rolę NFkB w  układzie ner-
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RYSUNEK 6. Schemat aktywacji czynnika transkrypcyjnego NFkB: P -  reszty fosforanowe, p50 i p65 
-  podjednostki czynnika transkrypcyjnego NFkB, IkB -  białko inhibitorowe

wowym. Związek tego czynnika z 
apoptozą wzmacniają również dane 
wskazujące, że wiele genów indu
kujących apoptozę należy do poten
cjalnych genów  docelow ych dla 
NFkB. Są to m.in.: p53, TNF alfa 
czy c-myc. Za hipotezą proapoptoty- 
cznej roli NFkB w  układzie nerwo
wym dodatkowo przemawia fakt, że 
poziom aktywności NFkB jest ne
gatywnie regulowany przez protoon- 
kogen bcl-2. Jesteśmy jednak wciąż 
jeszcze daleko od jednoznacznego 
zdefiniowania roli NFkB w  apopto- 
zie. Szereg danych wskazuje na rolę 
NFkB w  ochronie neuronów przed 
śm iercią [4,30,101]. Zahamowanie 
aktywacji NFkB przez użycie inhi
bitorów proteasomów, co uniemo
ż l iw ia  d e g ra d a c ję  IkB , m oże 
wywołać fragmentację DNA. Inhi
bicja NFkB wywołuje również apop
tozę w kom órkach guza chromo- 
chłonnego kory nadnerczy PC 12, 
stosowanego powszechnie modelu 
komórki nerwowej [93]. Wobec do
wodów wskazujących, że wiele ge
nów  d o ce lo w y ch  d la  NFkB to 
również geny enzymów antyoksyda- 
cy jnych , dysm utaz ponadtlenko- 
wych i cytokin [2,13,14,31] sugeruje

TABELA 3. Wybrane czynniki wpływające jedno
znacznie na przebieg lub pośredniczące w przeka
zie sygnału do apoptozy (+ aktywacja,
-  hamowanie)

Nazwa substancji Wpływ na 
apoptozę

Bcl-2 _

Bcl-xL -

Bax +
Bcl-xS +
Bad +
p53 +
C-myc +
Rb +
Kaspazy +
Cytochrom c +
AIF +
Granzym B +
Niedobór neurotrofin +
Receptory błonowe Fas i p75 po przy
łączeniu specyficznych dla siebie 
ligandów uruchamiają, przekazywa
ny dalej za pośrednictwem wtórnych 
przekaźników, takich jak: ceramidy, 
sygnał do apoptozy

+

NFkB + /-  (w za
leżności od 
rodzaju ko
mórek i 
bodźca 
wywołują
cego apop
tozę)
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się, że antyapoptotyczne działanie NFkB wynika ze wzmożenia ekspresji genów 
produkujących białka chroniące neurony przed uszkodzeniami (wywołanymi nad
miarem Ca+ 2  i wolnych rodników). Na podstawie dostępnych danych m ożna sfor
mułować wniosek, że rola NFkB w  funkcjonowaniu oraz śmierci komórki zależy 
od jej typu i aktywności. Czynniki, takie jak  NFkB, nie mogą więc stanowić uni
wersalnego markera apoptozy.

V. WYKRYWANIE KOMÓREK APOPTOTYCZNYCH

Jak opisano powyżej, w przebiegu apoptozy dochodzi do aktywacji kaskady 
procesów molekularnych, prowadzącej do kontrolowanej dezintegracji komórki. Te 
spośród zmian, które są swoiste dla apoptozy, mogą stanowić wyznacznik tego 
typu śmierci badanej komórki lub populacji komórek. Dlatego opracowano szereg 
technik wykrywania apoptozy, pozwalających na analizę badanego materiału do
świadczalnego pod kątem:
• zmian morfologii komórek,
• przemieszczania się FS wewnątrz błony komórkowej,
• aktywacji kaspaz apoptotycznych,
• wypływu cytochromu c i AIF z mitochondriów,
• degradacji DNA.

W szystkie te techniki, ze szczególnym uwzględnieniem zalet i wad każdej z 
nich, zostały szczegółowo opisane w dalszej części niniejszego rozdziału.

B arw ien ia  h isto log iczne

Podstawowym i najprostszym, a tym samym najpowszechniejszym sposobem 
identyfikacji komórek apoptotycznych jest badanie zmian morfologii komórek (rys. 
2  i tab. 2 ) i ich poszczególnych organelli przy użyciu mikroskopu świetlnego. I 
tak, uwidocznienie jąder komórkowych, pozwalające na ocenę ich morfologii oraz 
stanu kondensacji chromatyny, umożliwia rozróżnienie między martwiczą a apo- 
ptotyczną śmiercią badanych komórek oraz odróżnienie komórek umierających od 
żywych.

W celu uwidocznienia konkretnych struktur komórkowych wykorzystuje się całą 
gamę barwników, wykazujących powinowactwo do określonych, interesujących nas 
składników komórki. Używa się zarówno typowych barwników stosowanych w 
technice mikroskopowania w jasnym  polu, jak też barwników, których działanie 
wynika z ich zdolności do fluorescencji, tzw. fluorochromów. Ze względu na wła
ściwości fizykochemiczne barwniki dzielimy na trzy kategorie:
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1. Barwniki kationowe (zasadowe). Używane są one przede wszystkim do barwienia 
jądra komórkowego i zasadochłonnych substancji cytoplazmatycznych. Najpo
wszechniejsze zastosowanie w znakowaniu tkanki nerwowej zyskał fiolet krezylu 
(rys. 7). Umożliwia on uwidocznienie nawet w preparatach o grubości 50 pm 
kondensacji chromatyny i mocno znakuje ciałka apoptotyczne. Barwnik ten zna
kuje na fioletowo jądro komórkowe neuronu i leżące w cytoplazmie grudki 
tigroidu, tzw. substancji Nissla, a cytoplazma komórki nerwowej barwi się jasno
niebiesko. Hematoksylina, stosowana w barwieniach tkanki nerwowej i innych 
tkanek, znakuje na niebiesko jądro komórkowe. Oranż akrydyny (opisany niżej), 
oraz fuksyna zasadowa są również często stosowanymi barwnikami zasadowymi.

2. Barwniki anionowe (kwaśne), barwiące przede wszystkim cytoplazmę komórki to 
np. kwas pikrynowy, kwaśna fuksyna, zieleń świetlna, błękit metylenowy. 
Eozyna, znakująca na różowo cytoplazmę komórki, bardzo często stosowana jest 
w kombinacji z hematoksyliną.

3. Barwniki obojętne np.: fiolet metylowy, rodamina B.
Ze względu na prostotę i dużą szybkość techniki barwienia oraz spektakularne 

efekty i możliwość stosowania w analizie grubych skrawków tkanki techniką mi
kroskopii konfokalnej, ogromną popularność zdobyły barwniki fluorescencyjne. W y
wołują one tzw. fluorescencję wtórną badanych obiektów. Można je stosować 
zarówno do preparatów utrwalonych, jak i nieutrwalonych, a nawet żywych. Wynika 
to z faktu, iż do efektywnego barwienia wystarcza bardzo niskie stężenie barwnika. 
Wchłonięty barwnik nie zaburza więc funkcji komórkowych lub czyni to w nie
znacznym stopniu. Krótka trwająca 5-10  min ekspozycja komórek na fluorochromy 
umożliwia rozróżnienie komórek umierających od żywych. Barwniki fluorescencyjne 
znakują komórki martwe, niezależnie od typu ich śmierci. Rozróżnienie między 
wyznakowanymi komórkami ze wskazaniem czy są to komórki apoptotyczne, czy 
nekrotyczne wymaga więc dalszych badań.

Pyknotyczna chromatyna komórek apoptotycznych silnie znakuje się barwnikami 
mającymi zdolność interkalacji do DNA. Do barwienia chromatyny wykorzystuje 
się barwniki zasadowe (np. fiolet krezylu), które mając dodatni ładunek odkładają 
się na naładowanych ujemnie grupach fosforanowych DNA. Najczęściej stosowane 
barwniki fluorescencyjne używane do znakowania jąder komórkowych to: jodek  
propidyny, bromek etydyny, DAPI, fluoresceina(FITC), bis-benzymid(Hoechst) 
oraz oranż akrydyny (AO). Oranż akrydyny wykazuje zdolność barwienia w różny 
sposób jednoniciowego i dwuniciowego DNA (tak zwane: ssDNA i dsDNA, z 
ang. odpowiednio single strand  i double strand) oraz RNA. AO, który został wbu
dowany do dsDNA emituje zieloną fluorescencję, natomiast barwnik połączony 
z ssDNA emituje promieniowanie o czerwonej barwie (rys. 8 ). Z naszych do
świadczeń wynika, że znakowanie oranżem akrydyny umożliwia łatwą ocenę za
wartości jednoniciow ych kwasów nukleinowych w komórce. W zbogaca to, w 
porównaniu z wynikiem barwienia większością fluorochromów (tab. 4) obraz zmian
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0 ocenę stanu kwasów nukleinowych w cytoplazmie komórki. Natomiast Hoechst 
znakuje tylko jądra komórek (rys. 9). Najpełniejszą informację o stanie fizjologicznym 
badanej komórki otrzymamy więc stosując kombinację barwień: AO lub bromek 
etydyny połączone z innym znakującym tylko DNA fluorochromem (np. Hoechst) 
oraz opisaną niżej technikę TUNEL.

Inne metody umożliwiające odróżnienie komórek martwych od żywych, choć 
nie pozwalające na rozpoznanie typu śmierci komórkowej, wykorzystują zmiany 
zachodzące w błonie komórkowej komórek umierających. Błona komórkowa ży
wych komórek, która zachowuje swą strukturę i funkcje, w przeciwieństwie do 
uszkodzonej błony komórek martwych, jest słabo przepuszczalna dla barwników 
kationowych, takich jak: błękit trypanu, jodek propidyny (PI), bromek etydyny
1 7-amino aktynomycyna D (7AMD). Błona komórek umierających i martwych 
staje się dla nich całkowicie przepuszczalna. Te różnice w przepuszczalności po
wodują, że krótka inkubacja w roztworach związków barwników pozwala na niemal 
selektywne znakowanie komórek martwych. Komórki żywe w tych warunkach wy
kazują bardzo słaby poziom znakowania. Jest to tzw. test przepuszczalności, do 
przeprowadzenia którego najczęściej wykorzystuje się błękit trypanu oraz jodek 
propidyny. Badania prowadzone przy ich użyciu opierają się na podobnych za
łożeniach. Pozwalają na analizę poszczególnych komórek w badanej próbie pod 
kątem powstawania w ich błonach komórkowych uszkodzeń, wywołujących uprze- 
puszczalnienie błon. W związku z tym znakowane są tylko komórki martwe, gdyż 
żywe nie chłoną barwnika. Technika znakowania jest prosta i szybka. W przypadku 
wykorzystania błękitu trypanu, który znakuje białka wewnątrzkomórkowe, analizę 
przeprowadza się przy użyciu mikroskopu świetlnego. Barwnik ten znakuje komórki 
martwicze oraz komórki w późnych stadiach apoptozy. Stanowi to pewne ogra
niczenie przydatności tej techniki w celu wykrywania komórek apoptotycznych. 
Użycie do testu przepuszczalności barwiącego DNA jodku propidyny pozwala 
na analizę badanego materiału za pomocą mikroskopu fluorescencyjnego lub cy- 
tometru przepływowego (patrz niżej). Dużą zaletą znakowania badanego materiału 
przy użyciu tego barwnika jest możliwość przeprowadzenia podwójnego znakowania 
komórek, z wykorzystaniem drugiego fluorochromu. M ożna więc jednocześnie badać 
zmiany zachodzące w błonie komórkowej oraz inne znaczniki apoptozy. Możliwość 
podwójnego znakowania ma znaczenie, gdyż test przepuszczalności wykrywający 
uszkodzenia błon komórkowych nie jest specyficzny dla komórek apoptotycznych.

Do wykrycia apoptozy wykorzystuje się także zmiany zachodzące w budowie 
błony komórkowej. We wczesnym stadium apoptozy cząsteczki fosfolipidu fosfa- 
tydyloseryny (FS), które w komórce prawidłowej zlokalizowane są w wewnętrznej 
warstwie błony komórkowej, ulegają przemieszczeniu do warstwy zewnętrznej 
[25,26,80]. Komórki apoptotyczne znakuje się wykorzystując aneksynę V, mającą 
zdolność wiązania się do FS [39] (rys. 10).
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RYSUNEK 7. Barwienie przy użyciu fioletu krezylu komórek mózgu szczura kontrolnego (A) i podda
nego odnaczynieniu kory mózgowej (jednostronne częściowe usunięcie naczyń krwionośnych) (B). 
Uszkodzenie to stanowi model doświadczalny rozległego udaru mózgowego. A -  komórki prawidłowe 
rejonów podkorowych o typowej morfologii neuronów (długie strzałki, pow. 180x). B -  w rejonach 
podkorowych rejestruje się masywną śmierć neuronów. Ciałka apoptotyczne zaznaczono gwiazdkami. 
Długa strzałka wskazuje grupę neuronów o budowie prawidłowej (pow. 180x)

RYSUNEK 8. Znakowanie komórek mózgu szczura oranżem akrydyny. Wyznakowaniu ulegają jądra 
(kolor żółty) i cytoplazma komórek (kolor czerwony). A -  kontrola. Strzałki wskazują komórki prawid
łowe wykazujące typową morfologię neuronów (pow. 340x). B -  degenerujące w wyniku uszkodzenia, 
polegającego na usunięciu naczyń krwionośnych z części kory mózgowej, komórki nerwowe obkurczają 
się. Obserwuje się słabiej wybarwione otoczki cytoplazmatyczne wokół jąder komórkowych i zmiany w 
jądrach (skondensowana chromatyna w porównaniu z chromatyną komórek prawidłowych wykazuje 
intensywniejszą fluorescencję (strzałki)). Gwiazdki wskazują ciałka apoptotyczne (pow. 340x)
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RYSUNEK 9. Znakowanie komórek mózgu szczura odczynnikiem Hoechsta. Wyznakowaniu ulegają 
tylko jądra komórkowe. A -  początkowe stadium degeneracji tkanki. Niezmienione jądra komórek 
prawidłowych zaznaczono strzałkami. W preparacie widoczne są jądra komórek apoptotycznych z 
kondensującą chromatyną (krótkie strzałki) i silnie fluoryzujące ciałka apoptotyczne (gwiazdki) (pow. 
340x). B -  późne stadium degeneracji tkanki. W rejonie pozbawionym naczyń rejestruje się dużą 
masywność apoptozy. Widoczne są komórki w różnym stopniu zaawansowanie procesu. Jądra umierają
cych komórek wykazują silną kondensację chromatyny (krótkie strzałki). Gwiazdki wskazują ciałka

TABELA 4. Charakterystyka niektórych fluorochromów, wykazujących zdolność znakowania 
kwasów nukleinowych

Fluorochrom Znakowanie/barwienie Kolor fluorescencji Barwienie komórek
DNA /jądra RNA/cyto-

plazmy
jądro cytoplazma martwych żywych

Oranż akrydyny + + zielony pomarań-
czowo-
-czerwony

+ +

Hoechst 33342 + - niebieski - + +
Hoechst 33258 + _ niebieski + -

DAPI + _ j. niebieski _ + -

Bromek etydyny + + pomarań
czowy

blado
czerwony

+ -

Jodek propidyny + - czerwony - + -
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Listek wewnętrzny

l\

Listek zewnętrzny

Listek zewnętrzny 1

RYSUNEK 10. Wykrywanie morfologicznych zmian w budowie błony komórkowej przy pomocy 
aneksyny. Fosfatydyloseryna (fosfolipid błony komórkowej zaznaczony kolorem czarnym), wchodząca 
w skład wewnętrznego listka błony komórkowej komórki prawidłowej (górny rysunek), ulega przemie
szczeniu do listka zewnętrznego (dolny rysunek) we wczesnych stadiach apoptozy. Fosfatydyloseryna 
eksponowana na zewnątrz komórki staje się dostępna dla aneksyny (gwiazdki), egzogennego białka wy
kazującego silne powinowactwo do tego fosfolipidu
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W ykrywanie kompleksu FS/aneksyna, w zależności od tego, z jakim  znacznikiem 
została sprzężona aneksyna V, przeprowadza się przy użyciu mikroskopu świetlnego, 
fluorescencyjnego lub cytometru przepływowego. Zaletą opisanej metody jest jej 
prostota i szybkość oraz możliwość przeprowadzenia podwójnego barwienia, co 
pozw ala na badanie współwystępowania translokacji FS i obecności różnych, ty
powych dla apoptozy antygenów komórkowych. W adą jest niewielka specyficzność 
techniki wynikająca z tego, iż w pewnych warunkach mogą zostać wyznakowane 
komórki o prawidłowej budowie błon. Aneksyna V może bowiem wnikać przez 
pęknięcia błony komórkowej do wnętrza komórki, gdzie łączy się z FS zlokalizowaną 
w wewnętrznym listku błony komórkowej. Daje to fałszywie pozytywne wyniki. 
Dlatego konieczne jest stosowanie dodatkowego barwienia DNA, np. przy wy
korzystaniu fluorochromów, które pozwala na rozróżnienie między komórkami apo- 
ptotycznym i a komórkami nekrotycznymi wyznakowanymi dodatnio aneksyną V 
w konsekwencji uszkodzeń w błonie komórkowej. Zdolność FS komórek apopto- 
tycznych do reagowania z aneksyną pojawia się po etapie kondensacji chromatyny, 
ale przed wystąpieniem zmian w błonie komórkowej, które umożliwiają przepu
szczanie opisanych wyżej barwników. Barwiąc badane komórki przy użyciu kom 
binacji znaczników, np. jodku propidyny i aneksyny można więc zidentyfikować 
w tym samym materiale:

1) komórki żywe (negatywne dla aneksyny i PI),
2 ) komórki we wczesnym stadium apoptozy (pozytywne dla aneksyny, negatywne 

dla PI) oraz
3) komórki martwicze i w późnych stadiach apoptozy (pozytywne dla PI i 

aneksyny) [18].
Jednak technika ta jest użyteczna jedynie w badaniach preparatów jednow ar

stwowych i komórek nieutrwalonych.
Identyfikację komórek apoptotycznych przeprowadza się również obserwując 

efekty zaburzeń czynności organelli komórkowych. Komórki prawidłowe o wy
sokim mitochondrialnym potencjale transbłonowym, AThn, mają zdolność grom a
dzenia w mitochondriach rodaminy 123 (RH 123). Rejestrowany w apoptozie spadek

TABELA 5. Znakowanie aneksyną i PI komórek w różnym stanie fizjologicznym

Fizjologiczny stan komórki Znakowanie
aneksyną PI

Komórki żyw e, prawidłowe - -

Komórki apoptotyczne -  wczesne stadia + —

Komórki nekrotyczne i apoptotyczne -  
późne stadia

+ +
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AThn wiąże się z utratą przez komórkę zdolności do akumulacji tego fluorochromu. 
Umożliwia to wykrywanie komórek wykazujących zaburzenia funkcji mitochon- 
driów [59].

B adan ie ak tyw ności enzym ów

Inną techniką badania apoptozy jest monitorowanie aktywacji kaspaz, zwłaszcza 
kaspazy 3. M etoda ta znalazła zastosowanie w analizowaniu całych populacji ko
mórkowych, a nie pojedynczych komórek. Badanie polega na dodaniu do preparatu 
enzymatycznie rozpuszczonych komórek substratów kaspazy 3 i pomiarze jej aktyw 
ności poprzez określanie zmian ilości produktów reakcji enzymatycznej. Cięcie 
substratu jest proporcjonalne do stężenia aktywnej kaspazy 3 w badanej próbie. 
Zaletą tej metody jest jej wysoka specyficzność, nie ma krzyżowej reakcji z innymi 
kaspazami ICE, gdyż reakcję przeprowadza się z użyciem substratów specyficznych 
tylko dla badanej kaspazy. W adą jest wymóg stosowania dużych objętości prób 
użytych do reakcji, co może mieć znaczenie limitujące w sytuacji dysponowania 
niewielkimi ilościami materiału badawczego lub niewielką procentowo zawartością 
komórek apoptotycznych w badanej tkance.

Powszechniejszą techniką pozwalającą na wykrycie obecności aktywnej kaspazy 
3 oraz pomiar jej aktywności jest tzw. Western biot. Jest to metoda kilkustopniowa. 
Najpierw przy pomocy elektroforezy rozdziela się na żelu mieszaninę białek ho- 
mogenatu tkankowego lub jego frakcji. Następnie przeprowadza się tzw. transfer, 
czyli przeniesienie rozdzielonych składników z żelu na inny nośnik, umożliwiający 
uzyskanie trwałego preparatu i jego dalszą obróbkę, np. na nitrocelulozę. Później 
przeprowadza się reakcję z przeciwciałami skierowanymi przeciwko kaspazie 3, 
która prowadzi do wyznakowania tylko tych prążków białek, które reprezentują 
kaspazę 3. Specyficzność przeciwciała jest tak dobrana, że rozpoznaje ono zarówno 
prokaspazę 3, jak i aktywną kaspazę 3. W wyniku obróbki proenzymu powstają, 
reprezentujące aktywną formę enzymu, fragmenty białkowe o mniejszej wielkości. 
Powstałe fragmenty wykazują szybszą migrację w żelu. Prokaspazę reprezentuje 
więc jeden wyznakowany prążek, natomiast na powstanie aktywnej kaspazy wskazuje 
obecność dwóch prążków przesuniętych w stosunku do poprzedniego w kierunku 
czoła żelu. Dodatkowo przeprowadza się badanie aktywności kaspazy 3 z użyciem 
specyficznego dla tego enzymu substratu tzw. PARP (polimerazy poli(ADP-rybozy). 
Rejestruje się obecność lub jej brak wyznakowanego w reakcji ze specyficznym 
przeciwciałem prążka dla PARP. Brak prążka wskazuje na degradację substratu 
dodanego do badanej próby, a więc na obecność w próbie aktywnej kaspazy 3.

E lek tro fo re ty czn e  w ykryw an ie  fragm entacji D N A
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TABELA 6. Obecność i lokalizacja w komórkach frakcji HMW i LMW DNA, w zależności od 
stanu fizjologicznego komórek

Stan
fizjologicz
ny komórki

Obecność 
HM W DNA

Lokalizacja HMW DNA Obecność 
LMW DNA

Lokalizacja LMW DNA
jądro cytoplazma jądro cytoplazma

Prawidłowa + + _ _ - —

Apoptotyczna + + - + + +
stężenie stężenie stężenie stężenie
maleje wzrasta wzrasta wzrasta

Bardzo istotną cechą komórek apoptotycznych jest cięcie DNA na odcinki nu- 
kleosomalne. Poniżej opisano dwa rodzaje technik badania śmierci komórkowej, 
które opierają się na wykrywaniu specyficznej dla tego procesu śmierci fragmentacji 
materiału genetycznego. Pierwsza metoda polega na analizowaniu komórek pod 
kątem profili zawartego w nich DNA o określonej masie cząsteczkowej. W ystępujące 
w jądrach komórek prawidłowych DNA o długości chromosomów lub interfazowa 
chromatyna określane są jako frakcja DNA o wysokiej masie cząsteczkowej (high 
molecular weight, HMW). Podczas apoptotycznego cięcia materiału genetycznego 
powstaje tzw. frakcja DNA o niskiej masie cząsteczkowej (Iow molecular weight, 
LMW), czyli frakcja związanych z histonami mono- i oligonukleosomalnych frag
mentów DNA (tab. 6 ), które przez pory w błonie jądrowej przem ieszczają się 
do cytoplazmy komórek apoptotycznych (rys. 2 ).

W ykorzystując różnice w masie cząsteczkowej DNA można łatwo oddzielić obie 
frakcje np. przez wirowanie czy filtrację. Wykrycie LMW DNA w badanym materiale 
biologicznym jest dowodem na zachodzącą w nim apoptozę. Opracowano szereg 
metod pozwalających na badanie obecności LMW i HMW DNA zarówno w całych 
populacjach komórkowych, jak i w pojedynczych konkretnych komórkach tych 
populacji. W badaniu całych populacji komórkowych, pozyskane z komórek DNA 
może być znakowane zarówno związkami radioaktywnymi (przy pomocy izotopów 
radioaktywnych np. "l2 P), jak i nieradioaktywnymi (np. bromkiem etydyny). Ko
lejnym krokiem jest rozdział i analiza wyznakowanego kwasu nukleinowego przy 
pomocy elektroforezy na żelu agarozowym. Należy podkreślić, że w szczególnych 
postaciach apoptozy, np. apoptozie rozwojowej, nie wykazuje się obecności LMW 
DNA.

W badaniu poszczególnych komórek populacji, pierwszym krokiem jest zw ię
kszenie przepuszczalności komórek apoptotycznych przy pomocy etanolu lub de
tergentów. Podczas tej procedury LMW DNA wypływa z komórek i jest usuwane 
podczas płukań. Pozostałe w komórkach HMW DNA jest znakowane, a jego ilość 
jest mierzona przy pomocy cytometru przepływowego. Otrzymany w badaniu tzw. 
szczyt sub Gj lub A q , który przedstawia komórki o najmniejszym stężeniu DNA,
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identyfikuje komórki apoptotyczne. Mniejsze niż w komórkach prawidłowych stę
żenie materiału genetycznego komórek apoptotycznych jest konsekwencją frag- 
mentacji DNA przebiegającej w trakcie śmierci komórki. M etoda pomiarów z 
użyciem cytometru jest szybka i prosta, niesie jednak ze sobą pewne niedogodności. 
Przede wszystkim stopień ekstrakcji frakcji LMW DNA podczas płukań i procedury 
barwienia nie zawsze jest powtarzalny. Nie jest to technika identyfikująca spe
cyficznie tylko apoptozę. Może fałszywie pozytywnie znakować komórki:

a) z mechanicznie uszkodzoną błoną komórkową,
b) martwe, pozbawione błony,
c) o nietypowej strukturze chromatyny i wreszcie
d) prawidłowe, ale o niskiej zawartości DNA.
W iedza o różnicach w sposobie degradacji materiału genetycznego zachodzącej 

w trakcie śmierci komórkowej pozwoliła na różnicowanie między martwicą a apo- 
ptozą. Obraz drabinki charakterystyczny dla elektroforetycznego rozdziału DNA 
pochodzącego z komórek apoptotycznych jest konsekwencją zachowania oktamerów 
histonowych. Tworzą one rdzeń nukleosomu i chronią nawiniętą na nie nić DNA 
przed nukleolitycznym działaniem endonukleazy CAD. Dzięki tej ochronie nić DNA 
trawiona jest poza obrębem nukleosomów [76]. Uzyskanie obrazu drabinki na żelu 
elektroforetycznym jest podstawowym i decydującym dowodem zajścia typowej 
apoptozy. Jednak, jak już wspomniano, nie zawsze jest to możliwe. Nie dają takiego 
obrazu komórki we wczesnych, jeszcze przed fragmentacją DNA, stadiach apoptozy. 
Czasem limitującą okazuje się ilość badanego materiału. Jeśli apoptoza stwierdzona 
metodami in situ dotyczy niewielkiej subpopulacji komórek badanej tkanki, materiał 
pozyskany z wybranych struktur danego zwierzęcia może okazać się niewystarczający 
i zachodzi potrzeba łączenia próbek tkanek z kilku zwierząt doświadczalnych. W 
przypadku apoptozy nietypowej, występującej bez charakterystycznego cięcia ma
teriału genetycznego, można wykrywać HM W DNA przy pomocy tzw. elektroforezy 
pulsacyjnej. Pozwala ona na rozdział HMW DNA na wyraźnie rozróżnialne prążki. 
Dzieje się tak w wyniku zmian kierunku elektroforezy w konsekwencji następujących 
po sobie zmian kierunku prądu elektrycznego.

Degradacja materiału genetycznego w komórkach nekrotycznych zachodzi wg 
innego wzorca. W wyniku rozpadu lizosomów, dochodzi do wypływu proteaz. Trawią 
onem .in. białka histonowe. Jednocześnie dochodzi do aktywacji nukleaz. Pozbawione 
ochrony oktamerów histonowych DNA jest całkowicie dostępne dla działania en
zymów i ulega destrukcji. Na skutek przypadkowych cięć generowane są heterogenne 
fragmenty DNA, o szerokim spektrum wielkości, które w żelu elektroforetycznym 
tworzą obraz ciągłej smugi (smear) [75].

W ykryw an ie  in situ  fragm entacji D N A
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RYSUNEK 11. Schemat zasady enzymatycznego znakowania pękniętych nici DNA przy wykorzystaniu 
metody ISNT i TUNEL. ISNT (górny schemat) wykorzystuje polimerazę DNA, która na matrycy drugiej, 
nieuszkodzonej nici przyłącza znakowany nukleotyd (czarne kulki) przesuwając pęknięcie. Terminalna 
transferaza stosowana w reakcji TUNEL (dolny panel) nie wymaga matrycy i w miejscu przecięcia DNA 
dołącza dodane do mieszaniny reakcyjnej, znakowane dUTP (czarne kulki)

Apoptotyczne cięcie DNA przejawia się obecnością dużej ilości pęknięć jedno- 
i dwuniciowych. Do wykrywania wolnych 3 ’ końców DNA wykorzystuje się enzy
matyczne techniki, określane w języku angielskim: in situ end labeling (ISEL). 
Pozwalają one na wykrywanie pęknięć w materiale genetycznym komórek w pre
paratach tkankowych lub z hodowli komórkowych, przez enzymatyczne dołączanie 
do przeciętej nici DNA sprzężonych z biotyną lub digoksygeniną (DIG) nukleotydów. 
Opracowano metody kilkustopniowej analizy, pozwalające na wzmocnienie wyj
ściowego sygnału, jakim  jest produkt reakcji. Taką metodą rejestracji pęknięć w 
DNA jest użycie fluorochromu sprzężonego z awidyną, mającą zdolność łączenia 
się z biotyną, lub z przeciwciałem anty-DIG. Badanie jednostopniowe, przy użyciu 
którego rejestrowany sygnał jest słabszy, lecz sama reakcja trwa krócej, daje mniejsze 
tło i jest prostsza technicznie. Wariant ten może polegać na bezpośrednim sprzęganiu 
z fluorochromem wbudowywanych do DNA deoksynukleotydów. Techniki zna
kowania pęknięć DNA różnią się między sobą typem wykorzystywanych enzymów,
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a tym samym mechanizmem reakcji znakowania wolnych końców materiału gene
tycznego, który uległ fragmentacji (rys. 1 1 ).

ISN T

Technika in situ nick translation (ISNT) wykorzystuje DNA polimerazę I lub 
jej fragment Klenowa, który jest pozbawiony aktywności 3 ’—>5’ egzonukleolitycznej. 
Jest to najwcześniej wydzielona i najlepiej zbadana ze wszystkich znanych obecnie 
polimeraza DNA. Olbrzymie znaczenie, jakie enzym ten zyskał w inżynierii ge
netycznej, wynika z jego właściwości prawidłowego katalizowania polimeryzacji 
DNA, co nie wymaga udziału innych białek wspomagających. Fizjologiczną rolą 
polimerazy I DNA jest udział w replikacji i naprawie DNA. Enzym ten uczestniczy 
również w rekombinacji i transpozycji. Zgodnie ze swoją funkcją w żywym or
ganizmie, polimeraza I wykazuje znaczną specyficzność wobec substratu. Ma ona 
zdolność wiązania się do jedno- oraz dwuniciowego DNA, zawierającego luki lub 
pęknięcia w jednej nici oraz odcinki zdenaturowane. Całkowicie natomiast ignoruje 
dwuniciowe DNA o nieuszkodzonej strukturze. Polimeraza I wykazuje szereg od
rębnych funkcji enzymatycznych. Niezwykle istotna jest jej aktywność polimery- 
zacyjna w kierunku 5 ’—>3’. Proces polimeryzacji DNA zachodzi w sposób ciągły, 
bez odłączania się enzymu od matrycy, którą stanowi komplementarna nić DNA. 
Pierwszym krokiem reakcji jest związanie się enzymu z matrycą DNA i utworzenie 
kompleksu enzym/matryca/starter. Starter jest krótkim oligonukleotydowym odcin
kiem kwasu nukleinowego, do którego podczas replikacji DNA przyłączane są 
kolejne nukleotydy. Polimeraza reaguje z trój fosforanem nukleotydu (NTP), który 
dołącza się do enzymu w pobliżu wolnej grupy hydroksylowej (OH) na końcu 
3’ startera. Dołączany do łańcucha DNA nukleotyd tworzy wiązanie wodorowe 
z kom plem entarną zasadą matrycy oraz wiązanie fosfodwuestrowe z ostatnim nu- 
kleotydem startera. Jednocześnie polimeraza ulega przemieszczeniu wzdłuż matrycy 
o jedno miejsce do przodu. Nowo dołączony nukleotyd ma wolną grupę 3'OH , 
więc może reagować z kolejnym NTP. W ten sposób następuje elongacja, czyli 
wydłużanie nici DNA aż do wyczerpania wolnych miejsc na matrycy. Dwie kolejne 
funkcje polimerazy I są aktywnościami egzonukleolitycznymi. Um ożliwiają one 
degradację DNA w kierunku 3 ’—>5’ oraz w kierunku przeciwnym 5 ’—>3’, są więc 
bardzo ważne w procesie syntezy i utrzymania prawidłowej sekwencji DNA or
ganizmu. I tak, egzonukleaza 3 ’—>5’ rozpoznaje i wycina źle sparowany ostatni 
nukleotyd w rosnącym łańcuchu kwasu nukleinowego. Jest to niezwykle istotne 
dla zachowania wierności replikacji, gdyż umożliwia ponowne włączenie, w miejsce 
wyciętego niekomplementarnego nukleotydu, nukleotydu prawidłowego. Egzonu
kleaza 5 ’—>3’ różni się od aktywności egzonukleolitycznej 3 ’—>5’ polimerazy I 
kierunkiem i sposobem działania oraz rodzajem substratu. W ycina ona pojedyncze 
nukleotydy oraz oligonukleotydy o długości do 10 reszt. Nie rozróżnia deoksy-
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rybonukleotydów od rybonukleotydów, co ma olbrzymie znaczenie, ponieważ po
zwala polimerazie 1 na jednoczesne wycinanie starterów RNA oraz wypełnianie 
powstałej luki w nowopowstającym łańcuchu DNA deoksyrybonukleotydami. Dzięki 
tej właściwości polimeraza I bierze udział w naprawie DNA. W łaśnie tę zdolność 
enzymu wykorzystuje się w laboratoriach do znakowania nici DNA przez wbu
dowywanie do niej znakowanych nukleotydów, w procesie tzw. przem ieszczania 
pęknięć (nick translatioń). W technice ISNT polimeraza I przeprowadza reakcję 
przyłączania znakowanych nukleotydów do wolnego 3 ’ końca DNA. Reakcja za
chodzi według opisanego wyżej schematu działania enzymu w komórkach żywego 
organizmu. Egzonukleolityczna aktywność enzymu w kierunku 5 ’—>3’ wycina ko
lejne nukleotydy, przesuwając pęknięcie w DNA, a aktywność polimeryzacyjna 
5’—>3’, wypełnia powstałą lukę znakowanymi nukleotydami. Technika ISNT jest 
dość skomplikowana i czasochłonna, jednocześnie można wykonać tylko kilka te
stów. Umożliwia badanie apoptozy na poziomie molekularnym w preparatach tkan
kowych. Jednak nie jest do końca specyficzna, gdyż znakuje pozytywnie również 
komórki martwicze i inne charakteryzujące się występowaniem znacznej ilości pęk
nięć w materiale genetycznym np. intensywnie dzielące się. Ta ostatnia sytuacja 
jest przeszkodą, gdy analizujemy zachowujące zdolność proliferacji komórki w 
hodowlach, jednak nie ma znaczenia w badaniach prowadzonych nad tkanką, w 
której komórki intensywnie dzielące się nie występują lub występują w nieznacznej 
liczbie. Przykładem może być wspomniana już dojrzała tkanka nerwowa, w której 
poza hipokampem i opuszką węchową nie dochodzi do podziałów neuronów, a 
komórkami dzielącymi się są łatwe do identyfikacji komórki gleju.

T U N E L

Kolejną metodą znakowania rozszczepionych końców DNA jest TU N E L (ter
minal cleoksynukleotydyl transferase mediated d-UTP nick end-labeling) [28,74]. 
W metodzie tej wykorzystuje się inny enzym tzw. terminalną transferazę (TdT). 
Ma ona zdolność dobudowywania, w miejscach pęknięcia nici DNA, znakowanych 
nukleotydów. Do działania nie wymaga jednak matrycy, a w miejscu pęknięcia 
dobudowuje znakowany nukleotyd dostarczony w mieszaninie reakcyjnej. N ajczę
ściej jest to znakowany dUTP. TUNEL, podobnie jak ISNT, jest techniką pra
cochłonną. Jednak góruje nad nią, gdyż jest od niej bardziej specyficzna w znakowaniu 
komórek apoptotycznych, które w porównaniu z komórkami nekrotycznymi barwi 
preferencyjnie. Doświadczenia wykazały, że TUNEL umożliwia wykrycie sześcio
krotnie większej liczby komórek apoptotycznych od liczby wykrywanej przy pomocy 
technik barwień histologicznych. Opisane porównanie przeprowadzono na móżdżku 
mysim [28]. W ynik taki tłumaczy się tym, że TUNEL prawdopodobnie umożliwia 
wykrywanie komórek we wczesnych stadiach apoptozy, w których zmiany m or
fologiczne są słabo wykrywalne. Nasze doświadczenia potwierdzają tę sytuację.
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Na rysunku 11 zilustrowano sytuację doświadczalną będącą modelem rozległego 
udaru mózgowego, w której w uszkodzonym mózgu wykrywa się metodą TUNEL 
komórki z pęknięciami w DNA. Zastosowanie jednostopniowej analizy skierowanej 
na wykrywanie znakowanego fluoresceiną dUTP daje mocny specyficzny sygnał 
i minimalizuje tło w preparatach w materiale tkankowym. Opracowano jednak także 
techniki kilkustopniowej detekcji, które co prawda powodują powstawanie wyższego 
tła w tkance, ale pozwalają na znaczną amplifikację sygnału.

In terp re tac ja  w yników  pozy tyw nych  w m etodzie T U N E L  i ISN T

Zasady działania powyższych technik zrodziły wątpliwości, czy obserwowane 
w badanym materiale znakowanie jest specyficzne dla jąder apoptotycznych, czy 
też wykrywane są zmiany DNA związane także z martwicą, podczas której DNA 
również ulega fragmentacji, choć na odcinki znacznie dłuższe, wynoszące około 
1000 par zasad. Dodatkowo w materiale pozyskiwanym post mortem  może być 
wykrywana pośmiertna degradacja materiału genetycznego. Zebrane doświadczenia 
wskazują jednoznacznie, że zarówno TUNEL, jak i ISNT nie są technikami wy
biórczego znakowania apoptozy. Mogą bowiem znakować miejsca aktywnej re
plikacji DNA i transkrypcji genów, w trakcie których dochodzi do jedno- i 
dwuniciowych pęknięć DNA. Wyłączne stosowanie tych technik może prowadzić, 
szczególnie gdy analizowany materiał może zawierać również komórki prol i ferujące, 
do ryzyka pomyłki: błędnego przypisania zmian mitotycznych apoptozie. Dlatego 
też wczesne stadia apoptozy, zwłaszcza w hodowli komórkowej, można pomylić 
z początkowymi etapami mitozy. Sprzyja temu fakt, że hodowane in vitro komórki, 
zarówno dzielące się jak i apoptotyczne, tracą kontakt z podłożem, kurczą się. 
Zmiany te następują w fazie, w której chromosomy siostrzane komórek dzielących 
się rozchodzą się do sąsiednich biegunów komórki i pojawiają się, wykrywalne 
metodami TUNEL i ISNT, pęknięcia w DNA.

In terp re tac ja  w yników  negatyw nych

Negatywny wynik przeprowadzonej reakcji nie musi świadczyć o braku frag
mentacji DNA. Wynik taki może być rezultatem problemów natury metodycznej 
lub czułości reakcji. Należą do nich: degradacja trójfosfonukleotydów, utrata aktyw
ności enzymu, źle dobrane warunki reakcji. Dlatego niezbędne jest stosowanie w 
każdym eksperymencie kontroli pozytywnych (np. trawienie próbki nukleazą). Z 
drugiej strony, stosowanie kontroli negatywnych (np. w próbce pozbawionej enzymu 
otrzymanie wyniku negatywnego -  braku znakowania, co wskazuje na brak pociętego 
DNA), pozwoli uzyskać pewność, że otrzymany w doświadczeniu wynik wykrytej 
fragmentacji materiału genetycznego nie powstał na skutek działania związków
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RYSUNEK 12. Fragment uszkodzonej w wyniku usunięcia naczyń kory mózgowej szczura znakowanej 
techniką TUNEL we wczesnej fazie degeneracji. Dobudowywane przez terminalną transfcrazę w miej
scach pęknięć DNA nukleotydy zostały wyznakowane przy pomocy F1TC. Żółte zabarwienie tła, w reakcj i 
TUNEL, jest konsekwencją sposobu utrwalania tkanki mózgowej. Ze względu na jednoczesne badanie 
obecności białka NGF w tkance mieszanina utrwalająca musiała zawierać parabenzochinon, który w 
warunkach analizy fluorescencji FITC nadaje tkance żółte zabarwienie. A -  panel lewy -  górne zdjęcie 
przedstawia barwienie tkanki odczynnikiem Hoechsta. Pozwala ono na ocenę morfologii jąder komórko
wych wyznakowanych przy pomocy reakcji TUNEL (dolne zdjęcie). Komórki z pofragmentowanym 
DNA (TUNEL-pozytywne) wykazują silną fluorescencję w obu barwieniach (gwiazdki). Jądra prawid
łowe (strzałki) są widoczne tylko w barwieniu Hoechstem (pow. 180x). B -  panel prawy -  w celu 
uwydatnienia morfologii umierających komórek przedstawiono analogiczny materiał zarejestrowany przy 
większym powiększeniu. Widoczne w barwieniu Hoechstem jądra komórek prawidłowych (strzałki) nie 
znakują się w barwieniu fluoresceiną (TUNEL). Komórki apoptotyczne zaznaczono gwiazdkami (pow. 
340x)
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zawartych w mieszaninie reakcyjnej, lecz w następstwie zmian zachodzących w 
komórce w czasie jej umierania.

Badania nad umierającymi komórkami nerwowymi, wykorzystujące technikę TU 
NEL, wykazały pewną, choć niewielką różnicę w sposobie barwienia komórek 
nekrotycznych i apoptotycznych. W przypadku komórek umierających na drodze 
apoptozy, TUNEL znakuje tylko ciała komórkowe. W komórkach martwiczych 
barwią się zarówno ciała komórek, jak i dendryty. Różnica w sposobie barwienia 
wynika z faktu możliwości wypływu zdegradowanego DNA do cytoplazmy komórek 
martwiczych przez ulegającą fragmentacji błonę jądrową (rys. ID.). Rejestrowane 
podczas apoptozy przenikanie do cytoplazmy frakcji LMW DNA przez pory w 
błonie jądrowej daje, w porównaniu z komórkami nekrotycznymi, znacznie mniejszą 
ilość ulegającego znakowaniu DNA zgrupowanego w cytoplazmie.

C y to m etria  p rzep ływ ow a

Kolejną metodą wykorzystywaną do badania apoptozy jest cytometria prze
pływowa, zwana również cytofotometrią przepływową. Metoda ta umożliwia po
miar charakterystycznych cech chemicznych i fizycznych komórek lub cząsteczek, 
które odpowiednio znakowane mijają punkt pomiarowy. Do znakowania komórek 
używa się fluorochromów. W skład nowoczesnych cytometrów przepływowych 
wchodzi źródło światła, zbierający układ optyczny oraz układ elektroniczny po
łączony z komputerem służący do przetwarzania danych. Źródłem światła jest laser 
emitujący spójne światło o określonej długości fali. Analiza materiału opiera się 
na pomiarze ilości wzbudzonego światła fluorescencyjnego. Dzięki wbudowanemu 
układowi soczewek naprzeciwko źródła światła, i drugiemu układowi, um ieszczo
nemu pod kątem prostym względem pierwszego, promień przekazywany jest do 
dalszych elementów optycznych cytometru. Ulega tam filtrowaniu i rozszczepieniu 
przed dalszymi pomiarami. Przy odpowiednim zaprogramowaniu komputera, na 
podstawie ilości mierzonego przez detektor światła, można ocenić takie parametry 
komórek, jak: rozmiar, kształt, budowa, zawartość wybranych, znakowanych ele
mentów. Cytometr można połączyć z sortownikiem komórek. Będzie on autom a
tycznie rozdzielać komórki wg wcześniej zadanego programu. W ten sposób można:
a) otrzymać dane dotyczące komórek o różnej zawartości badanych markerów np.

DNA lub RNA,
b) zmierzyć zawartość DNA w poszczególnych subpopulacjach komórkowych,
c) stwierdzić, jaki odsetek komórek syntetyzuje badane kwasy nukleinowe lub zaw ie

ra na swej powierzchni badane antygeny.
Cytometria przepływowa pozwala również na dokładne określenie cech populacji 

badanych komórek f 1 ]. Wykrywanie komórek apoptotycznych przy użyciu cytometru 
przepływowego przeprowadza się monitorując charakterystyczne zmiany m orfolo
giczne lub badając zawartość DNA w komórkach. Wtedy to komórki apoptotyczne
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TABELA 7. Porównanie wybranych metod wykrywania komórek apoptotycznych

Technika detekcji
komórek
apoptotycznych

Szybkość
przepro
wadzenia
analizy

Specyficzność 
wykorzystywanej metody -  
rozróżnienie między 
komórkami

Analiza

prawidłowy
mi a apo- 
ptotycznymi

nekrotycz
nymi a apo- 
ptotycznymi

całej popu
lacji komó
rek w bada
nej próbie 
lub prepara
cie

konkretnych 
komórek 
z populacji

Obserwacja 
mikroskopowa 
zmian morfologii 
komórek

++(szybka, 
najdłuższym 
etapem jest 
przygotowanie 
materiału do 
oglądania pod 
mikroskopem)

++
(jednozna
czna ocena 
zmian 
morfologii 
komórek)

++
(jednozna
czna ocena 
zmian 
morfologii 
komórek)

+ +

Znakowanie 
komórek barw
nikami (w tym 
fluorochromami)*

++
(kilka minut)

++(dzięki 
uwidocznie
niu morfolo
gii komórki 
lub jej orga
nelli, pozwa
la na jedno
znaczną oce
nę jej stanu)

++(dzięki 
uwidocznie
niu morfolo 
gii komórki 
lub jej orga
nelli,
pozw ala  na 
jednoznacz
ną ocenę 
jej stanu)

++ ++

Test przepuszczal
ności błony 
komórkowej

+ + + /- +

Rejestracja zmian 
w budowie błony 
komórkowej 
(translokacja FS)

++
(kilka godzin)

+ /-  (nieswo
ista, wymaga 
dodatkowych 
testów)

+ /-(nieswo
ista, wymaga 
dodatkowych 
testów)

+

Pomiar aktywności 
kaspazy 3

+ + + + -

ISNT -t-/—(kilka godzin) + /-(znakuje 
również 
komórki 
dzielące się)

+/-(wym aga
dodatkowych
testów)

+ +

♦Znakowanie komórek barwnikami fluorescencyjnymi przewyższa czułością znakowanie barwnikami 
konwencjonalnymi. Daje również możliwość uzyskania większej ilości danych o kwasach nukleinowych 
oraz pozwala najednoczesne znakowanie wielu markerów w badanej komórce. Ze względu na nietrwałość 
znacznika, tzw. wyświecanie się preparatów, minusem znakowania fluorochromami jest często koniecz
ność krótkiego czasu obserwacji materiału.
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cd. tab. 7

Technika detekcji
komórek
apoptotycznych

Szybkość
przepro
wadzenia
analizy

Specyficzność 
wykorzystywanej metody 
-  rozróżnienie między 
komórkami

Analiza

prawidło
wymi a apo- 
ptotycznymi

nekrotycz
nymi a apo- 
ptotycznymi

całej popu
lacji komó
rek w bada
nej próbie 
lub prepara
cie

konkretnych 
komórek 
z populacji

TUNEL -i-/—(kilka godzin) +(jw., choć 
metoda bar
dziej specy
ficzna)

+(jw., choć 
metoda bar
dziej specy
ficzna) 
istnieje moż
liwość roz
różnienia 
po wielkości 
jąder komór
kowych)

+ +

Detekcja LMW  
i HM W frakcji DNA  
w poszczególnych 
komórkach

+ + + /- +

Rozdział elektroforę - 
tyczny DNA**

-  (kilkanaście 
godzin)

++(wynik
jednozna
czny)

++(wynik
jednozna
czny)

+ —

**Mankamentem tej techniki jest konieczność dysponowania dużą próbą materiału w przypadku 
heterogennej populacji komórek, z której tylko pewna ich część ulega apoptozie. W sytuacji, gdy komórki 
apoptotyczne stanowią tylko niewielki procent badanej populacji komórek, typowego dla apoptozy 
rozdziału elektroforetycznego nie można w ogóle wykryć.

identyfikowane są jako komórki z niską zawartością DNA, co wynika z wypływu 
z tych komórek i utraty, podczas procedur barwienia i płukań, frakcji LMW DNA. 
Cytometria przepływowa umożliwia szybką, liczoną w minutach, w ielopłaszczy
znową analizę dużej, nawet kilkumilionowej, populacji izolowanych komórek.

Jak wspomniano, do znakowania komórek w cytometrii stosuje się barwniki 
fluorescencyjne. W zależności od tego, jakie składniki komórki stanowią cel badania, 
używa się barwnika mającego zdolność swoistego wiązania się np. z DNA, RNA 
lub błoną komórkową. Powszechnie stosuje się również znakowanie immunofluore- 
scencyjne. Przy użyciu cytometrii przepływowej możliwe jest także badanie nie- 
zabarwionych komórek. W iązka światła laserowego ulega wtedy rozproszeniu na 
niezabarwionej komórce, przy czym stożek rozproszenia jest tym większy, im większa
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jest średnica komórki. Pozwala to na mierzenie rozkładu i wielkości komórek w 
danej populacji. Cytometrię przepływową stosuje się również do szybkiego badania 
populacji zawierających komórki apoptotyczne. W ykorzystuje się fakt, iż zawierają 
one pocięte na małe fragmenty DNA, frakcję LMW.

Niebezpieczeństwem metody jest ryzyko: a) straty komórek oraz b) w sytuacji 
gdyby doszło do ich rozpuszczenia, utraty przez wypłukanie, zawartego w nich 
materiału genetycznego podczas procedury utrwalania i barwienia barwnikami fluo
rescencyjnymi, zwłaszcza w przebiegu doświadczeń z użyciem komórek nieutrwa- 
lonych. Dlatego też preparatykę należy przeprowadzać bardzo ostrożnie, a dla 
ochrony komórek przed uszkodzeniem używać albuminy i osocza [66].

Na obecność komórek apoptotycznych w badanej próbie wskazuje fakt uzyskania 
tzw. fazy A0 lub inaczej szczytu subG l, odzwierciedlającego komórki o najmniejszej 
zawartości DNA. Cytometrię przepływową uważa się za bardzo dobre narzędzie 
do wykrywania komórek apoptotycznych. Jest to bardzo szybka i wszechstronna 
metoda badawcza [18]. Pod warunkiem pełnej swoistości użytych reakcji.

VII. PODSUMOWANIE

Powyżej opisano szereg metod pozwalających na wykrywanie komórek apo
ptotycznych. Dobór właściwych dla danego eksperymentu technik badawczych za
leży w znacznym stopniu od rodzaju materiału biologicznego, który ma być poddany 
analizie pod kątem występowania w nim apoptozy. Dobór odpowiednich metod 
badawczych zależy również od tego, czy analizowane są całe populacje komórkowe 
czy też konkretne komórki tych populacji, czy dysponujemy materiałem utrwalonym, 
czy nieutrwalonym. W reszcie, jak duża jest próbka materiału do analizy. W tabeli 
7 przedstawiono porównanie najczęściej stosowanych metod wykrywania komórek 
apoptotycznych z uwzględnieniem oceny wartości i jednoznaczności wyniku uzy
skanego przy użyciu danej techniki.

Wymienione w tabeli techniki umożliwiające określenie mechanizmu śmierci 
danej komórki mają zalety i wady. Większość z nich, prócz znakowania komórek 
apoptotycznych generuje również pewien procent fałszywie pozytywnych wyników. 
Dlatego też, w celu przedstawienia dowodów na obecność apoptozy w badanej 
próbie należy udokumentować zachodzące w niej, charakterystyczne dla procesu 
programowanej śmierci zmiany przy użyciu szeregu, w miarę możliwości stoso
wanych jednocześnie nadanym  materiale metod identyfikacyjnych. Na końcu należy 
jednak podkreślić, że najistotniejszą techniką dającą całkowitą pewność, że ob
serwowany proces jest apoptozą, jest jakościowa metoda oceny ultrastruktury ko
mórki.
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Streszczenie: Artykuł jest sprawozdaniem z dwóch międzynarodowych konferencji naukowych poświę
conych kontroli cyklu komórkowego: 237 sympozjum Fundacji Novartis pt. „The Cell Cycle & Deve
lopment", które odbyło się w Londynie w Wielkiej Brytanii w kwietniu 2000 i konferencji im. Jacquesa 
Monod pt. „The Cell Division Cycle, in Honour of Yoshio Masui”, która miała miejsce w Roscoff we 
Francji w maju 2000.
{Postępy Biologii Komórki 2000; 27: 569-581 )

Summary. This article renders account of two international scientific conferences on the control of the 
cell cycle: 237 symposium of the Novartis Foundation. „The Cell Cycle & Development” which took 
place in London, Great Britain in April 2000 and Jacques Monod Conference „The Cell Division Cycle, 
in Honour of Yoshio Masui” which took place in Roscoff, France in May 2000.
{Advances in Cell Biology 2000; 27: 569-581 )

WSTĘP

Początek nowoczesnym badaniom nad cyklem komórkowym dało odkrycie czyn
nika cytoplazmatycznego odpowiedzialnego za rozpoczęcie fazy M cyklu komór
kowego. Czynnik ten o nazwie MPF (od ang. Maturation Promoting Factor lub 
M -phase Promoting Factor) wykryli w oocytach żaby Masui i Markert w roku 
1971 [ 1 ]. Wykazali oni, że przeszczepienie niewielkiej ilości cytoplazmy pochodzącej 
z dojrzałych oocytów (zablokowanych w metafazie drugiego podziału dojrzewania 
mejotycznego -  MII) do oocytów niedojrzałych (zablokowanych w profazie pier
wszego podziału mejotycznego odpowiadającemu fazie G2 cyklu komórkowego) 
indukuje dojrzewanie mejotyczne tych ostatnich. W warunkach fizjologicznych,
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proces dojrzewania mejotycznego oocytów indukowany jest hormonalnie. W ywo
łanie tego procesu w niedojrzałym oocycie przez przeszczepienie cytoplazmy z 
oocytu dojrzałego bez indukcji hormonalnej wykazało, że cytoplazma ta zawiera 
czynnik powstający normalnie podczas dojrzewania oocytu na skutek działania hor
monów. Dzięki temu odkryciu można było badać wewnątrzkomórkowe mechanizmy 
indukcji fazy M. Wkrótce okazało się, że ten sam czynnik powoduje rozpoczęcie 
zarówno mejotycznej, jak i mitotycznej fazy M. Przez wiele lat nie udawało się 
ustalić biochemicznej natury MPF. Dopiero w 1989 r. doniesienia z kilku la
boratoriów badających regulacje cyklu komórkowego drożdży, Xenopus laevis i 
rozgwiazdy pozwoliły na identyfikację tego czynnika. Wykazano, że jest nim kom
pleks dwóch białek. Jednym z nich jest enzym fosforylujący inne białka -  a więc 
kinaza, zidentyfikowany u drożdży dzięki badaniom mutanta o nazwie cdc2 (ang. 
cell division cycle 2). Stąd wzięła się inna nazwa tego samego enzymu -  kinaza 
Cdc2. Drugi komponent MPF to białko regulatorowe, którego ilość ulega bardzo 
drastycznym zmianom w trakcie cyklu komórkowego -  stąd jego nazwa -  cyklina. 
Okazało się z czasem, że istnieje wiele cyklin. Co najmniej dwie zaangażowane 
są w kontrolę fazy M -  cykliny typu A i B. Gromadzą się one w dużych ilościach 
przed rozpoczęciem tej fazy cyklu komórkowego i są gwałtownie niszczone w 
procesie proteolizy w jej trakcie. Również kinaza Cdc2 okazała się jednym z wielu 
enzymów z rodziny CDK (ang. Cycline-Dependent Kinases). Za klasyczny MPF 
uważa się kompleks cyklina B/Cdc2, chociaż istnieje też w komórce mitotycznej 
kompleks cyklina A/Cdc2, który pełni rolę wspomagającą aktywację głównego kom
pleksu. W komórkach różnych organizmów wykryto po kilka genów kodujących 
cykliny A i B. U Xenopus laevis, Drosophila melanogaster, myszy i człowieka 
wykryto cykliny A l ,  A2 i B I, B2 i B3. W komórkach roślin jest ich jeszcze 
więcej. Mówimy tu wyłącznie o cyklinach zaangażowanych w regulację fazy M, 
gdyż w skład rodziny cyklin wchodzi wiele innych białek biorących udział w regulacji 
pozostałych faz cyklu komórkowego. Każda z cyklin tworzących kompleks z kinazą 
Cdc2 wydaje się wpływać na różne aspekty aktywności danego kompleksu. Dość 
szybko stało się jasne, że kontrola cyklu komórkowego wymaga doskonałej regulacji 
dwóch podstawowych procesów: odwracalnej fosforylacji białek (efekty działania 
kinazy Cdc2 w postaci fosforylacji białek są równoważone aktywnością fosfataz 
prowadzących procesy defosforylacji) i syntezy specyficznych białek, nierozerwalnie 
związanej z procesem degradacji proteolitycznej (tak dzieje się właśnie z oscy
lującymi w trakcie cyklu komórkowego cyklinami). Co więcej, różnice w doborze 
partnera regulatorowego, a więc cykliny, mogą zmieniać specyfikę aktywności en
zymu CDK. Wyciągnięcie prawidłowych wniosków z wczesnych badań przyczyniło 
się do lawinowego postępu badań nad kontrolą cyklu komórkowego. Poza poznaniem 
samych enzymów CDK i ich cyklin zidentyfikowano również skomplikowaną sieć 
innych kinaz i fosfataz i opisano mechanizmy regulujące zarówno poziom syntezy, 
jak i czas i miejsce degradacji proteolitycznej poszczególnych białek kontrolujących
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przebieg cyklu komórkowego. Zidentyfikowano również inne sposoby regulacji 
przebiegu cyklu komórkowego, np. poprzez działanie białkowych inhibitorów en
zymów z grupy kinaz CDK.

Okazało się, że subkomórkowa lokalizacja wielu enzymów kontrolujących cykl 
komórkowy może odgrywać decydującą rolę w wypełnianiu takiej a nie innej funkcji. 
Przykładem może być centrosom -  autonomicznie namnażająca się struktura ko
mórkowa zawierająca centriole. Centrosomy zawierają wiele białek wspólnych dla 
kontroli jądrowego cyklu komórkowego (np. właśnie MPF, czyli kompleks Cdc2/cy- 
klina B indukujący kondensację chromatyny), jak i kontroli cyklu samych cen- 
trosomów (np. kompleks Cdk2/cyclina E, który jest również zaangażowany w 
kontrolę fazy S). Na prawidłowy przebieg cyklu komórkowego składa się zarówno 
kontrola cyklu jądrowego (kondensacja i dekondensacje chromatyny), jak i cyklu 
przemian centrosomów. Namnażanie centrosomów skoordynowane z cyklem ją 
drowym decyduje o prawidłowej strukturze wrzeciona podziałowego i równomier
nym rozdziale chromosomów podczas podziału komórkowego. Dzisiaj zdajemy 
więc sobie sprawę z tego, że prawidłowy przebieg cyklu komórkowego wymaga 
ścisłej koordynacji czasowej i przestrzennej wielu funkcji bardzo licznych enzymów. 
Koordynację tę zapewnia wiele mechanizmów śledzących przebieg cyklu komór
kowego i wykrywających nawet drobne usterki w jego funkcjonowaniu. System 
monitorujący przebieg poszczególnych faz cyklu komórkowego określa się angiel
skim terminem „checkpoint”, a więc punkt kontrolny. Nadzorowi typu „checkpoint” 
poddane są dwie główne fazy cyklu komórkowego: S i M. Wystąpienie zaburzeń 
właśnie w trakcie tych dwóch faz jest bowiem najgroźniejsze dla życia komórki, 
co tłumaczy wzmożoną kontrolę ich przebiegu. Zaburzenie replikacji DNA w trakcie 
fazy S, czy segregacji chromosomów w fazie M prowadzi do aneuploidii, a ta 
jest często powodem np. transformacji nowotworowej. System kontroli typu „check- 
point” pozwala na czasowe wstrzymanie przebiegu cyklu dając komórce czas na 
naprawienie błędów. Może też skierować komórkę obarczoną błędem-mutacją na 
drogę apoptozy, czyli śmierci komórkowej. Dla prawidłowego funkcjonowania or
ganizmu bardzo ważne jest wyeliminowanie wadliwych komórek, gdyż utrata kontroli 
nad ich podziałami zaburza rozwój organizmu i może prowadzić do jego śmierci. 
Pierwszym krokiem w eliminacji zmutowanych komórek jest właśnie włączenie 
alarmu poprzez system monitorujący przebieg cyklu komórkowego.

Ten, z ewidentnych przyczyn uproszczony, obraz kontroli cyklu komórkowego 
pozwoli -  mam nadzieję -  czytelnikom na łatwiejszą analizę współczesnych badań 
w tej dziedzinie. Podsumowaniem obecnego stanu wiedzy na temat kontroli prze
biegu cyklu komórkowego były dwie międzynarodowe konferencje, które odbyły 
się w kwietniu i maju 2000. Pierwsza z nich to 237. sympozjum Fundacji Novartis 
pt. „The Cell Cycle & D evelopm ent”, które odbyło się w Londynie w Wielkiej 
Brytanii. Druga zaś to konferencja im. Jacquesa Monod pt. „The Cell Division 
Cycle, in Honour o f  Yoshio M asui” , która miała miejsce w Roscoff we Francji.
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Poniższy tekst nie pretenduje do roli przeglądu wiedzy na temat cyklu komórkowego, 
a jest jedynie sprawozdaniem z najciekawszych moim zdaniem doniesień przed
stawionych na tych dwóch konferencjach. Pozwala zorientować się w kierunkach 
współczesnych badań cyklu komórkowego i poznać zarówno główne pytania, jakie 
zadają sobie naukowcy, jak i sposoby, jakimi się posługują dla uzyskania odpowiedzi.

ZWIĄZKI MIĘDZY KONTROLĄ CYKLU KOMÓRKOWEGO, 
RÓŻNICOWANIEM I WZROSTEM KOMÓREK 

W TRAKCIE ROZWOJU ORGANIZMU

OFundacj a Novartis (dawniej Fundacja Ciba) organizuje od roku 1950 konferencje 
poświęcone najważniejszym współczesnym problemom naukowym. Celem tych kon
ferencji jest zapewnienie jak najlepszych warunków do swobodnej dyskusji w wąskim 
gronie specjalistów z danej dziedziny. Na temat 237. sympozjum wybrano rolę 
cyklu komórkowego w rozwoju zwierząt i roślin. Konferencja, która odbyła się 
w dniach 10-13 kwietnia 2000 w siedzibie Fundacji Novartis przy Portland Place 
w Londynie, zgromadziła 27 uczestników (14 mówców i 13 dyskutantów), jak 
również przysłuchujących się dyskusji dziennikarzy pism naukowych Cell, Nature, 
Bioessays i Genome Biology. Przewodniczącym obrad był Paul Nurse z Imperial 
Cancer Research Fund  w Londynie. Celem naszej dyskusji było zdefiniowanie 
roli różnych aspektów kontroli cyklu komórkowego w procesie rozwoju organizmów 
(od drożdży, poprzez nicienie, owady, ssaki, do roślin wyższych). Podjęliśmy także 
próbę określenia zależności pomiędzy programami namnażania się komórek, czyli 
proliferacją, różnicowaniem, a także regulacją wzrostu zarówno samych komórek, 
jak i całych organów i organizmów. Wydanie książkowe doniesień z tej konferencji 
ukaże się w serii wydawnictw Fundacji Novartis [2].

Pierwszym mówcą był Bruce Edgar z Fred Hunchinson Cancer Research Center 
w Seattle w USA. Bruce porównał ze sobą 3 typy cyklu komórkowego obser
wowanego w trakcie rozwoju Drosophila melanogaster. Do pierwszego z nich 
należą szybkie podziały zarodka następujące bezpośrednio po zapłodnieniu oocytu. 
Główną rolę kontrolną w tych cyklach odgrywa mechanizm decydujący o czasie 
i miejscu rozpoczęcia mitozy. Punktem kontrolnym w tym typie cyklu komórkowego 
jest więc przejście z fazy G2 do M (czyli decyzja rozpoczęcia mitozy). Regulacji 
podlega więc akty wacja MPF (Cdc2/cyklina B). Proces ten zależy od zgromadzonego 
w oocycie w trakcie oogenezy (zarówno w postaci mRNA, jak i białka) matczynego 
produkt genu cdc25 kodującego fosfatazę Cdc25. W tym wczesnym okresie rozwoju, 
komórki wykazują bardzo nikły wzrost. Wzór podziałów komórkowych w roz
wijającej się larwie odpowiada dokładnie wzorowi ekspresji zarodkowego mRNA 
kodującego Cdc25. Przestrzenna regulacja ekspresji genu cdc25 w larwie odbywa
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się dzięki obecności szeregu elementów regulacyjnych typu „ enhancer” w 40 kb 
regulatorowym odcinku tego genu.

W drugim etapie rozwoju larwy rozpoczyna się proces różnicowania komórek. 
Zarówno postęp cyklu komórkowego, jak i tempo wzrostu komórek w tym okresie 
uzależnia się od dostępu materiałów odżywczych, które może zdobyć larwa. W 
komórkach larwy ustają mitozy, a decyzja o rozpoczęciu nowego cyklu komórkowego 
zapada przed inicjacją replikacji DNA (na przejściu z fazy G1 do fazy S). Za
hamowanie podziałów komórkowych przy powtarzających się fazach S powoduje, 
że komórki wchodzą w okres endoreplikacji. W wyniku tego procesu wielokrotnie 
wzrasta zawartość DNA w tych komórkach. Endoreplikacja zapewnia ciągłość prze
biegu cyklu komórkowego przy zachowaniu stałej ilości komórek. Zjawisku temu 
towarzyszy olbrzymi przyrost tkanek stanowiących większość masy ciała larwy 
w tym okresie. Biorą w tym udział między innymi komórki gruczołów ślinowych, 
przewodu pokarmowego, ciała tłuszczowego i cewek Malpighiego. Można śmiało 
twierdzić, że larwa rośnie tak szybko właśnie dzięki procesowi endoreplikacji.

Trzeci typ kontroli embrionalnego cyklu komórkowego pojawia się w rosnących 
dyskach imaginalnych wytwarzających poszczególne części organizmu imago. Kon
trola przebiegu tych cykli komórkowych bardzo się komplikuje. Decyzja o roz
poczęciu nowego cyklu poprzedza zarówno przejście z fazy G1 do S, jak i z G2 
do M. Komórki stają się wrażliwe na zewnętrzne bodźce regulujące proliferację, 
różnicowanie i determinację wzoru budowy poszczególnych organów. Zaobser
wowano wprostproporcjonalną zależność pomiędzy stymulacją wzrostu rozmiarów 
komórek dysków imaginalnych i stymulacją podziałów na przejściu Gl/S. Pozytywny 
udział mają w tej regulacji kinaza Pi3I i proto-onkogeny Myc i Ras stymulujące 
wzrost rozmiarów komórek (a tym samym i całego dysku). Właśnie wzrost komórki 
włącza post-transkrypcyjną kontrolę poziomu cykliny E, która łączy się z kinazą 
Cdk2 i jest głównym czynnikiem limitującym rozpoczęcie fazy S. Podobnej regulacji 
podlega ekspresja fosfatazy Cdc25, regulującej przejście G2/M. Nie znamy me
chanizmu odpowiedzialnego za odczytywanie i przekazywanie informacji dotyczącej 
wzrostu komórki. W laboratorium Bruce’a Edgara zidentyfikowano ostatnio serie 
mutantów Drosophila obarczonych autonomicznymi (wewnątrzkomórkowymi) i 
nieautonomicznymi (zewnątrzkomórkowymi) defektami wzrostu larwy [3]. Analiza 
tych mutantów pozwoli zapewne w najbliższej przyszłości zrozumieć zależności 
pomiędzy kontrolą wzrostu rozmiarów komórek i determinacją rozmiarów całego 
organizmu. Dzięki badaniom tych mutacji może uda się też poznać, w jaki sposób 
odbywa się dialog pomiędzy maszynerią kontrolną cyklu komórkowego i procesem 
różnicowania.

Ciekawy przykład wspólnej kontroli wzrostu i proliferacji komórek przedstawił 
Wolf Reik z Babraham Institute w Cambridge, Wielka Brytania. Jego laboratorium 
bada mechanizm imprintingu (wdrukowania) genomu ssaków. Proces ten polega 
na epigenetycznym (niezmieniającym sekwencji nukleotydów w genomie) nazna
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czeniu w specyficzny sposób niektórych sekwencji DNA komórek rozrodczych. 
Imprinting powoduje zróżnicowaną ekspresję genów pochodzących od ojca i od 
matki. Dochodzi do tego dzięki temu, że inny typ naznaczenia genów wykształca 
się w genomie spermatogonium i oogonium. Diploidalny zarodek dziedziczy połowę 
genomu pochodzącą od ojca naznaczoną imprintingiem typu męskiego i połowę 
od matki naznaczoną imprintingiem typu żeńskiego. Wydaje się, że metylacja DNA 
odgrywa ważną rolę w tym procesie.

Wolf Reik bada geny zgromadzone w specyficznym locus chromosomu 7 myszy 
i chromosomu 11 człowieka. Mutacje w badanych regionach chromosomów wy
wołują chorobowy syndrom Beckwith-Wiedemanna (BWS). Syndrom ten przejawia 
się między innymi zmianą rozmiarów noworodków. Zarówno noworodki myszy, 
jak i człowieka obarczone syndromem Beckwith-Wiedemanna są o wiele większe 
od swoich normalnych rówieśników. W laboratorium Wolfa Reika zidentyfikowano, 
zarówno u myszy jak i u człowieka, serie genów związanych właśnie z regulacją 
wzrostu i proliferacją komórek. Są to między innymi geny kodujące IGF2 (ang. 
insulin growth factor 2) i p57 k i p 2  (jeden z inhibitorów CDK). Okazało się, że 
istnieje rodzaj dialogu pomiędzy genami w tym regionie. Dialog ten jest zależny 
od imprintingu obszarów regulatorowych tych genów. Wykazano, że odpowiednia 
metylacja "enhencerów" tych genów wzmaga ich ekspresję, podczas gdy metylacja 
wyłącznie ojcowskich "silencerów" powoduje wyciszenie ich ekspresji. Eliminacja 
poszczególnych elementów kontrolnych tych genów przez mutacje typu "knock-out" 
pozwolą zapewne na szybką identyfikację dalszych etapów kontroli wzrostu i po
działów komórek w zarodkach. Badania Wolfa Reika sugerują, że imprinting może 
być ważnym mechanizmem wpływającym na kontrolę cyklu komórkowego podczas 
rozwoju zarodków ssaków.

O centralnej roli inhibitorów enzymów CDK w kontroli proliferacji i wzrostu 
mówili również Christian Lehner z Uniwersytetu w Bayreuth w Niemczech pracujący 
na Drosophila melanogaster i Martin Raff z University College o f  London  w 
Wielkiej Brytanii. Ten ostatni pracuje nad regulacją proliferacji i różnicowania 
prekursorów oligodendrocytów w mózgach szczurów i myszy.

Martin Raff wykazał, że liczebność oligodendrocytów w mózgu determinuje 
zarówno liczba podziałów komórek prekursorowych poprzedzająca różnicowanie, 
jak i intensywność apoptozy, czyli zaprogramowanej śmierci komórek. Proliferacja 
komórek prekursorowych w hodowli in vitro wymaga dostarczania z zewnątrz PDGF 
(ang. platelet-clerived growth factor) i jednego z hormonów tarczycy. Ale nawet 
przy stałej ilości tych czynników w pewnym momencie komórki prekursorowe 
przestają się dzielić i rozpoczynają różnicowanie w oligodendrocyty. Wykazano 
w ten sposób, że istnieje wewnętrzny zegar regulujący wstrzymanie cyklu komór
kowego i włączenie programu różnicowania. Głównym składnikiem tego zegara 
okazało się białko p27 ipl -  będące inhibitorem enzymów z grupy CDK. Zwiększenie 
ilości p27 ipl w prekursorach oligodendrocytów przedwcześnie zatrzymuje cykl
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komórkowy i przyspiesza rozpoczęcie różnicowania. Natomiast prekursory uzyskane 
z mózgów myszy pozbawionych genu kodującego to białko przechodzą o 1 do 
2  podziałów więcej przed rozpoczęciem procesu różnicowania niż komórki po
chodzące z mózgów myszy kontrolnych. Laboratorium Martina Raffa kontynuuje 
badania nad mechanizmem procesów biorących udział w tym aspekcie kontroli 
rozwoju mózgu. Jest już dziś jasne, że p27kip działa nie tylko jako inhibitor cyklu 
komórkowego poprzez inhibicję enzymów CDK, ale również aktywnie włącza proces 
różnicowania. Oba procesy wymagają uzyskania precyzyjnych informacji o roz
miarach komórki. Można sądzić, że najważniejszym odkryciem najbliższej przy
szłości w tej dziedzinie będzie więc identyfikacja mechanizmów pozwalających 
komórce na prawidłową interpretację sygnału o jej własnych rozmiarach.

Bardzo ciekawym zagadnieniem w biologii rozwoju jest rola i mechanizm asy
metrycznych podziałów komórek. Nierównocenny rozdział pewnych czynników 
podczas podziału komórkowego leży bardzo często u podstaw wytwarzania spe
cyficznych linii komórkowych w trakcie rozwoju organizmu. Na londyńskiej kon
ferencji przedstawiono dane dotyczące trzech modeli podziałów asymetrycznych: 
prekursorów neuronów Drosophila melanogaser, pierwszego podziału bruzdko- 
wania Caenorhabditis elegans i tworzenia się komórek kory nerwowej w mózgu 
ssaków.

William Chia z National University o f  Singapore przedstawił nam, w jaki sposób 
asymetryczny podział komórek prekursorowych neuronów u D. melanogaster do
konuje się dzięki asymetrycznej lokalizacji kompleksu białkowego zawierającego 
między innymi białka: Bazooka (Baz), Inscuteable (Insc) i Partner of Inscuteable 
(Pins). Stopniowe tworzenie się kompleksu w komórce rozpoczyna się przez aku
mulację białka Bazooka. Proces ten odbywa się w komórkach prekursorowych 
tworzących nabłonek. Asymetryczny podział tych komórek jest niezbędny do wy
kształcenia się neuronów. Pojawienie się w komórkach drugiego elementu -  produktu 
genu inscuteable następuje w czasie, gdy prekursor neuronu wysuwa się z nabłonka 
(proces delaminacji). Dołączenie do kompleksu białka Pins następuje łącznie z 
wejściem komórki prekursorowej w mitozę i determinuje asymetryczne położenie 
wrzeciona podziałowego. Bill Chia stara się zrozumieć, w jaki sposób następuje 
synchronizacja pojawiania się kolejnych elementów kompleksu i jaki jest wpływ 
tego kompleksu na procesy morfogenetyczne i przebieg cyklu komórkowego. Chce 
również poznać, w jaki sposób odbywa się przekazywanie informacji pomiędzy 
asymetrycznym kompleksem zawierającym Baz, Insc i Pins a wrzecionem podzia
łowym i cytoszkieletem odpowiedzialnym za przemieszczenie wrzeciona w komórce 
mitotycznej.

Jednym z kandydatów do regulacji tego skomplikowanego procesu jest spe
cyficzna forma głównego regulatora mitozy -  produktu genu cdc2. Bill przedstawił 
wstępne wyniki badań mutantów cdc2, u których obserwuje się przekształcenie 
podziałów asymetrycznych w symetryczne. Jednym z nich jest mutant E51Q. Zmiana
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w charakterystycznej dla enzymów CDK sekwencji PSTAIRE u tego mutanta zaburza 
asymetryczny podział prekursorów neuronów prowadząc do utworzenia dwóch rów
norzędnych komórek potomnych. Identyfikacja innych mutantów genu cdc2 pozwoli 
zapewne na poznanie, w jaki sposób białko Cdc2 (i w połączeniu z którą cyklina, 
A lub B) wpływa na regulację symetrii podziału komórki.

Świetnym modelem badań asymetrii podziału komórkowego jest pierwszy podział 
bruzdkowania zarodka C. elegans. Badania nad tym właśnie modelem przedstawił 
Pierre Gończy z EMBL w Heidelbergu w Niemczech. W zygocie tego nicienia, 
początkowo symetrycznie ustawione wrzeciono podziałowe ulega przemieszczeniu 
w kierunku tylnego bieguna zarodka. Następuje to w trakcie anafazy B (tj. w trakcie 
wydłużania wrzeciona podziałowego towarzyszącego rozdziałowi chromosomów). 
Dla zapewnienia asymetrii tego podziału niezbędna jest subkortykalna lokalizacja 
białka PAR3 na biegunie przednim zarodka i kompleksu białek PARI i PAR2 
na jego biegunie tylnym. Badając mutanty C. elegans Pierre wykazał, że mutacja 
w genie zyg-8 zaburza polarność zygoty i zakłóca normalny przebieg anafazy B. 
Produkt genu zyg-8  reguluje stabilność mikrotubul (głównych elementów cyto- 
szkieletu tworzącego wrzeciono mitotyczne) jedynie w trakcie anafazy. Gen zyg-8 
koduje ewolucyjnie konserwowane białko towarzyszące mikrotubulom (MAP -  ang. 
Microtubule Associated Protein). Mutacje w ludzkim genie, kodującym podobne 
białko o ang. nazwie doublecortin a gromadzące się w naszych neuronach, prowadzą 
do chaotycznej migracji komórek i do zaburzeń w rozwoju mózgu. Badania Pierre’a 
Gończego wykazują więc, że w trakcie podziału komórkowego regulacja stabilności 
mikrotubul poddana jest bardzo subtelnej kontroli. Co więcej, dokładna regulacja 
tego procesu okazuje się niezwykle ważna dla zapewnienia asymetrii pierwszego 
podziału zygoty -  niezbędnego elementu normalnego rozwoju zarodka C. elegans.

Trzecim doniesieniem na temat asymetrycznych podziałów komórkowych była 
prezentacja Bruce’a Schaara ze Stanford University w USA. Bruce Schaar pracuje 
nad wyjaśnieniem mechanizmów podziału komórek prekursorowych neuronów kory 
mózgowej fretki. Komórki te muszą „dokonać wyboru”, czy podzielą się syme
trycznie dając dwie równorzędne komórki prekursorowe zachowujące nadal zdol
ności podziału, czy też asym etrycznie dając jed n ą  komórkę prekursorową 
(zachowującą zdolność do podziału) i jedną rozpoczynającą różnicowanie w neuron 
i zatrzymującą postęp cyklu komórkowego. Wybór ten ma kapitalne znaczenie 
dla prawidłowego wykształcenia się kory mózgowej ssaków.

Podział symetryczny jest horyzontalny w stosunku do płaszczyzny nabłonka, 
zaś podział asymetryczny jest wertykalny. Co więcej, po takim podziale wyłącznie 
komórka apikalna (a nie bazalna -  pozostająca nadal prekursorem) przemieści się 
aktywnie wzdłuż pionowej wypustki komórkowej i zasiedli odpowiednią warstwę 
kory mózgowej. Asymetryczny podział, który odbywa się dzięki mechanizmowi 
podobnemu do przedstawionego przez Billa Chia u Drosophila melanogaster, jest 
nie tylko związany z wytworzeniem dwóch różnych komórek, ale również de
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terminuje wzór zachowania się obu komórek potomnych: osiadłego prekursora jak 
i szybko migrującego i różnicującego się neuronu.

Pozostałymi uczestnikami konferencji byli: Jim Mailer pracujący nad regulacją 
przebiegu dojrzewania mejotycznego i wczesnych podziałów zarodka Xenopus 
laevis', Kim Nasmyth, który przedstawił wyniki badań nad mechanizmami kon
trolującymi przebieg mejotycznego rozdzielania chromosomów; Peter Bryant, który 
przedstawił wyniki identyfikacji białek nazwanych przez niego IDGFs (ang. Imaginal 
Disc Growth Fators) regulujących wzór podziałów komórkowych w dyskach ima- 
ginalnych Drosophila melanogaster, Victor Ambros studiujący regulację cyklu ko
mórkowego w trakcie późnego rozwoju zarodkowego C. elegans', Jean Gautier 
badający mechanizm kontroli typu „ checkpoint” w trakcie rozwoju Xenopus laevis', 
Rudiger Simon pracujący nad kontrolą cyklu komórkowego merystemu roślin (mu
tanty Clavata i Wuschel) i autor tego sprawozdania, który przedstawił, w jaki sposób 
regulowane są zmiany w kontroli cyklu komórkowego we wczesnym rozwoju za
rodkowym myszy.

MECHANIZMY REGULUJĄCE FAZĘ M 
CYKLU KOMÓRKOWEGO

Głównym tematem konferencji w Roscoff zorganizowanej przez Bernarda Maro 
z Paryża była regulacja fazy M. Ponieważ konferencja zgromadziła ponad 100 
naukowców, w tym sprawozdaniu skrótowo opiszę tylko kilka wybranych, najbardziej 
spektakularnych odkryć.

Tegoroczna konferencja dedykowana była 30-leciu odkrycia MPF przez Yoshio 
Masui. Sam 6 8 -letni Yoshio Masui (od 3 lat na emeryturze, lecz ciągle aktywny 
naukowo) przybył do Roscoff i przedstawił wyniki badań nad zmianami w regulacji 
cyklu komórkowego w trakcie rozwoju zarodka Xenopus laevis. Model Yoshio 
zakłada, że transformacja wczesnego, stosunkowo prostego cyklu komórkowego 
(złożonego wyłącznie z faz S i M) w złożony cykl komórkowy (z fazami G l,  
S, G2 i M) pojawiający się w stadium blastuli, wymaga dialogu pomiędzy me
chanizmami monitorującymi rozmiary komórki i mechanizmami aktywującymi MPF. 
Nie znany jest mechanizm molekularny tego dialogu.

Akos Sveiczer z Uniwersytetu Budapesztańskiego na Węgrzech przedstawił 
matematyczny model regulacji oscylacji aktywności MPF u drożdży. Sugeruje on, 
że podobny dialog, jaki opisał Yoshio Masui w zarodkach X. laevis, odbywa 
się także w innych komórkach.

Jonathon Pines z Cambridge w Wielkiej Brytanii przedstawił czterowymiarowy 
model kontroli procesu mitozy przez regulujące aktywność enzymów CDK cykliny 
mitotyczne. Dzięki użyciu metod ekspresji chimerowych mRNA kodujących cykliny 
A lub B i sprzężonych z fluoryzującym białkiem GFP Jonathon Pines śledzi w
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żywych komórkach zmiany lokalizacji i ilości tych białek. Cyklina BI lokalizuje 
się głównie wzdłuż mikrotubul, podczas gdy cylina B2 w błonach aparatów Golgiego. 
Wydaje się, że odpowiedni typ lokalizacji reguluje aktywność związanych z cy
klinami enzymów CDK. W komórkach somatycznych, będących obiektem badań 
w laboratorium Jonathona Pinesa, utworzenie kompleksu Cdc2/cyklina A2 jest nie
zbędne do rozpoczęcia mitozy. Degradacja cykliny A2 zaczyna się już w 3 -6  minut 
od inicjacji rozpadu otoczki jądrowej, czyli na samym początku mitozy. Ekspery
mentalne zwiększenie ilości cykliny A2 w komórce powoduje wydłużenie czasu 
tworzenia wrzeciona metafazowego (wydłużenie prometafazy). Połączenie cykliny 
A2 z CDK wydaje się regulować również losy tej cykliny, gdyż zmutowane białko 
nie wiążące CDK jest degradowane dopiero podczas przejścia z metafazy do anafazy. 
Dzięki badaniom Jonathona rozumiemy lepiej, jak odbywa się czasowa i przestrzenna 
regulacja procesu mitozy.

Christian Lehner z Uniwersytetu w Bayreuth w Niemczech przedstawił na przy
kładzie mitoz zarodkowych Drosophila melanogaster rolę sekwencyjnej degradacji 
cyklin mitotycznych. Degradacja cykliny A w komórkach zarodków Drosophila 
melanogaster wymaga obecności białka Fizzy (FZY). Przedstawiony przez Chri
stiana model sugeruje, że białko to łączy się w profazie w kompleks z produktem 
genu cclc20, białkiem „checkpointu” Mad2, kompleksem APC/cyklosom i z cykliną 
A. Aktywacja MPF na początku mitozy powoduje dołączenie do kompleksu cykliny 
B (związanej z CDK) i równoczesne oddzielenie się białka Mad2. Taki mechanizm 
zapewniałby inaktywację punktu kontrolnego typu „Checkpoint” podczas inicjacji 
metafazy. Innym białkiem, którego degradacja (ściśle skorelowana z degradacją 
cyklin) umożliwia rozdział chromosomów w trakcie anafazy, jest produkt genu 
pimpless (PIM). PIM zachowuje się jak mitotyczna cyklina, tzn. jego degradacja 
wymaga również obecności FZY. Ciekawe, że w komórkach zatrzymanych ekspe
rymentalnie w fazie M, cyklina A ulega degradacji, a nie ulega jej PIM. PIM 
może więc być u Drosophila melanogaster odpowiednikiem sekuryn (ang. securins) 
białek zidentyfikowanych u drożdży, a zabezpieczających przed przedwczesnym 
rozdzieleniem chromatyd.

Innym regulatorem zarówno rozpoczęcia mitozy, jak i dalszych jej etapów jest 
Pik (kinaza polo). Roli tego białka w kontroli mitozy i w rozdziale centrosomów 
poświęcił swoje wystąpienie David Glover z Cambridge w Wielkiej Brytanii. Sub- 
stratami kinazy polo u Drosophila melanogaster są między innymi fosfataza Cdc25 
aktywująca Cdc2, kinezyna Pavarotti i trzy różne białka typu MAP. Jednym z 
tych ostatnich jest produkt genu asp niezbędny do tworzenia biegunów wrzeciona, 
podobnie jak sam produkt genu polo. Sugeruje to, że funkcja Asp może być zależna 
właśnie od fosforylacji przez kinazę polo. Analiza trzech różnych mutantów genu 
polo (polol, 9, 10) pozwala sądzić, że poszczególne funkcje tej kinazy są zależne 
od różnych regionów tego niezwykle ważnego białka regulatorowego mitozy. Po
równanie tylko tych trzech mutantów sugeruje, że dalsze badania zarówno mutantów
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kinazy polo, jak i jej substratów (np. Asp) pozwolą wkrótce na rozszyfrowanie 
niezwykle złożonej roli tego białka w kontroli mitozy.

Nowo zidentyfikowanej kinazie -  Nek2 lokalizującej się na centrosomach two
rzących bieguny wrzeciona podziałowego poświęcili swoje wystąpienia' Andrew 
Fry z Uniwersytetu z Leicester w Wielkiej Brytanii i Erich Nigg z Instytutu Maxa 
Plancka w Martinsried w Niemczech. Andrew Fry przeprowadził doświadczenia 
polegające na usuwaniu Nek2 z ekstraktu bezkomórkowego oocytów Xenopus laevis. 
Wykazał w ten sposób, że kinaza Nek 2 bierze udział w organizowaniu mikrotubul 
przez centrosomy.

Badania Ericha Nigga wykazały, że Nek2 fosforyluje inne białko o nazwie C-Nap 1. 
Jest ono lokalizowane również na centrosomach, ale jedynie w trakcie interfazy. 
C-Nap 1 występuje w materiale łączącym dwie centriole centrosomu w trakcie in
terfazy. Przed rozpoczęciem mitozy „łącznik” zawierający to białko zanika.

Prace obu naukowców sugerują, że zarówno kinaza Nek2, jak i jej substrat 
C-Nap 1 biorą udział w regulacji funkcji centrosomów w trakcie interfazy i są nie
zbędne do prawidłowego formowania centrosomu bezpośrednio po zapłodnieniu.

Prawdziwym zaskoczeniem dla uczestników konferencji w Roscoff było do
niesienie Michela Bornensa z Instytutu Curie w Paryżu. Prześledził on ruchy dwóch 
centriol budujących centrosom komórki dzięki użyciu znacznika w postaci białek 
centriolarnych połączonych z GFP (np. GFP::centryna). Śledził on ruchy centriol 
w całych komórkach i w cytoplastach uzyskanych przez odcięcie części komórki 
zawierającej jądro. Okazało się, że tor i amplituda ruchu obu centriol zmieniają 
się w trakcie cyklu komórkowego. Jedna z centriol jest wyraźnie bardziej ruchliwa 
niż druga. Okazało się, że centriola nieruchliwa to dojrzała centriola-matka, a 
ruchliwa to centriola potomna. Co więcej, obserwacje Michela wykazują niezbicie, 
że jedynie dojrzała centriola-matka zachowuje się jak właściwy centrosom kon
trolując tworzenie się mikrotubul. Jest to bardzo ważne odkrycie, które będzie 
miało z pewnością ogromny wpływ na identyfikację funkcji centrosomów i centriol.

Michael Glotzer z Uniwersytetu Wiedeńskiego przedstawił wyniki badań nad 
mutantami cytokinezy w zygocie C. elegans. Mutant cyk-4 nie jest w stanie za
kończyć cytokinezy pierwszego podziału zygoty i wykazuje defekty w budowie 
wrzeciona podziałowego. Cyk-4 jest białkiem aktywującym GTPazę. Michael Glotzer 
przedstawił dane świadczące o tym, że zablokowanie GTPaz zaburza asymetrię 
pierwszego podziału bruzdkowania C. elegans. Białko Cyk-4 gromadzi się w cen
tralnej części wrzeciona podziałowego w trakcie anafazy zygoty i blastomerów 
zarodka. Pozostając w tych regionach po podziale jest trwałym znacznikiem miejsca, 
w którym zaszła cytokineza. U mutantów cyk-4 lokalizacja ta jest zaburzona. Part
nerem białka Cyk-4 jest białko Zen-4 (homolog produktu genu pavarotti D. m e
lanogaster). Dalsze prace wykażą zapewne, w jaki sposób oba białka współpracują 
ze sobą w procesie kontroli późnej anafazy i cytokinezy.
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Roger Karess z „CNRS ” w Gif-sur-Yvette we Francji przedstawił bardzo fra
pujące badania nad produktami genów rough-deal i zest-whitelO  u D. melanogaster. 
W trakcie mitozy oba białka są zgromadzone na kinetochorach chromosomów. 
Na szczególną uwagę zasługuje fakt, że białko Rough-deal przyłącza się jedynie 
do mikrotubul podlegających napięciu mechanicznemu. Białko to rozprzestrzenia 
się wzdłuż wiązki mikrotubul kinetochorowych po osiągnięciu przez kinetochor 
stabilnej pozycji w płytce wrzeciona metafazowego. Jest to pierwszy przykład białka 
kinetochorowego, które wędruje wzdłuż mikrotubul w kierunku centrosomu w trakcie 
metafazy. Może być ono przekaźnikiem informacji o prawidłowym napięciu me
chanicznym wiązki kinetochorowej mikrotubul w trakcie tworzenia funkcjonalnego 
wrzeciona metafazowego. Zarówno białko Rough-deal, jak i Zest-White 10, które 
tworzą wspólny kompleks, wydają się być nowymi składnikami systemu kontroli 
typu „checkpoint” .

Innemu białku wrzeciona podziałowego poświęcił swoje wystąpienie Andrew 
Murray z Uniwersytetu Kalifornijskiego w San Francisco w USA. Badając białka, 
które gromadzą się na chromosomach w trakcie podziału, natrafił na białko o masie 
molekularnej 74 kDa. Białko to lokalizuje się na chromosomach metafazowych, 
a znika całkowicie z chromosomów anafazowych. Andrew wyizolował to białko 
i sklonował kodujący go gen. Białko o nazwie Xkid należy do grupy kinezyn, 
czyli motorów komórkowych. Usunięcie Xkid z ekstraktu bezkomórkowego oocytów 
Xenopus nie przeszkadza w tworzeniu wrzeciona podziałowego. Powoduje jednak, 
że chromosomy są rozciągnięte wzdłuż wrzeciona w formie bezładnych wstęg. 
Co wi-ęcej, miejscami przyczepu ciągnących chromosomy mikrotubul wcale nie 
są wówczas kinetochory, lecz regiony pozakinetochorowe. Uzupełnienie ekstraktu 
wyprodukowanym przez bakterie rekombinacyjnym białkiem Xkid przywraca cał
kowicie normalne relacje chromosom-wrzeciono. Zanik Xkid w anafazie jest spo
wodowany jego degradacją proteolityczną. Wydaje się, że główną rolą tej kinezyny 
może być zabezpieczanie chromosomów metafazowych przed nieprawidłowym pod
czepieniem mikrotubul wrzeciona.

W trakcie sesji poświęconej mejozie na szczególną uwagę zasłużyło wystąpienie 
Marcela Dorée z CRBM w Montpellier we Francji i Jima Mallera z University 
o f  Denver w USA.

Marcel Dorée przedstawił wyniki badań dokonanych wraz z Danielem Fisherem 
nad rolą białka Hsp 90 w procesie aktywacji kinazy Mos. Białko to jest niezbędne 
do wykształcenia aktywności CSF (ang. CytoStatic Factor) odpowiedzialnej za za
blokowanie oocytów kręgowców w metafazie drugiego podziału mejotycznego. Ba
dania obu naukowców wykazały również, że aktywacja MAP kinazy ERK2 (ang. 
Extracellulary Regulated Kinase 2) nie jest niezbędna do aktywacji MPF podczas 
wejścia oocytów Xenopus w pierwszą fazę M mejotyczną. Podobnych obserwacji 
dokonano przedtem na oocytach myszy. Wydaje się więc, że zarówno oocyty X e
nopus, jak i myszy nie wymagają MAP kinazy do samej aktywacji MPF, a enzym
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ten jest niezbędny do stabilizacji aktywności MPF w trakcie dojrzewania mejo- 
tycznego oocytów.

Jim Mailer przedstawił wyniki badań wskazujących na rolę białka p90lsk w 
aktywności CSF i w regulacji prawidłowego przebiegu mejozy w oocytach Xenopus. 
Białko p90rskjestsubstratem fosforylacji MAP kinazy ERK2. Podlegajednak również 
fosforylacji przez inną kinazę -  PDK1 (ang. Phosphatydyl-inosytol Dependent 
Kinase 1). Konieczność podwójnej fosforylacji p90rsk przez dwie kinazy aktywowane 
przez dwa odmienne szlaki sygnalizacyjne sugeruje, że trudności z identyfikacją 
CSF (odkrytego przez Yoshio Masui w 1971 i opisanego jako aktywność cyto- 
plazmatyczna w tej samej publikacji, w której opisano MPF) mogą być spowodowane 
bardzo skomplikowanym mechanizmem jego aktywacji. Nie znamy ciągle pełnej 
natury enzymatycznej CSF. Nie wiemy też, w jaki sposób CSF działa na MPF. 
Najbliższe lata przyniosą zapewne odpowiedź i na to pytanie postawione przed 
30 laty przez Yoshio Masui. Podejrzewa się, że jednym z substratów czynnika 
cytostatycznego jest przynajmniej jedno z licznych białek regulujących rozpozna
wanie i degradację cyklin lub też któreś z białek kinetochorowych odpowiedzialnych 
za wywołanie ruchu anafazowego chromosomów. Pełna identyfikacja CSF i poznanie 
mechanizmu jego działania na MPF pozwoli zarówno na lepsze zrozumienie procesu 
mejozy, jak i regulacji procesów inaktywacji MPF i rozdziału chromosomów w 
trakcie podziału komórkowego. Dlatego jest to jedno z najbardziej frapującxych 
pytań, jakie stawiają sobie dzisiaj naukowcy badajacy kontrolę cyklu komórkowego.

PODZIĘKOWANIE

D ziękuję Dr Marii A nnie Ciemerych i Mgr A linie Zalewskiej za bardzo cenne dyskusje, 
uwagi i korektę tekstu.

LITERATURA

[1 ] MASUI Y, MARKERT CL. Cytoplasmic control o f nuclear behavior during meiotic maturation 
o f frog oocytes. J Exp Zool 1971; 177(2): 129-145.

[2] The Cell Cycle and Development. Nurse P. (red.), John Wiley & Sons Ltd., London 2001.
[3] GALLONIM , EDGAR BA. Cell-autonomous and non-autonomous growth-defective mutants 

o f Drosophila melcinogaster. Development 1999; 126(11): 2365-2375.

Redaktor prowadzący -  Jerzy Kawiak

Otrzymano: 30.06. 2000 r.
Przyjęto: 10.07. 2000 r.
CNRS UPR 41, Université Rennes, Biologie et Génétique du Développement,
Faculté de Médecine, 2 av Prof. Léon Bernard, CS 34317, 35043 Rennes cedex, Francja 
e-mail: Jacek.Kubiak@ univ-rennesl.fr

http://rcin.org.pl

mailto:Jacek.Kubiak@univ-rennesl.fr


http://rcin.org.pl



POSTĘPY BIOLOGII KOMÓRKI TOM 27, 2000 NR 4 (583-597)

M ECHANIZM Y FRAGM ENTACJI DNA  
I KONDENSACJI CHROM ATYNY  

W  KOM ÓRKACH ULEGAJĄCYCH APOPTOZIE

M E C H A N IS M S  O F  D N A  F R A G M E N T A T IO N  A N D  C H R O M A T IN  
C O N D E N S A T IO N  IN  C E L L S U N D E R G O IN G  A P O P T O S IS

Piotr WIDŁAK

Zakład Radiobiologii Doświadczalnej i Klinicznej, Centrum Onkologii, Gliwice

Streszczenie: Jednym z procesów biochemicznych typowych dla programowanej śmierci komórki 
(apoptozy) jest degradacja DNA, odbywająca się w dwu kolejno następujących etapach. Degradacja 
chromatyny do fragmentów oligonukleosomowych poprzedzona jest wycinaniem z chromosomów 
fragmentów o długości 50 (i więcej) tysięcy par zasad. Z fragmentacją DNA związana jest kondensacja 
chromatyny obserwowana w komórkach ulegających apoptozie. Jedną z nukleaz odpowiedzialnych za 
fragmentację DNA w trakcie apoptozy jest DFF40/CAD. Aktywacja nukleazy DFF40/CAD polega na 
katalizowanej przez kaspazę-3 degradacji inhibitora nukleazy, białka DFF45/ICAD. Inne nukleazy 
mogące brać udział w apoptotycznej fragmentacji DNA to między innymi NUCI8, DNazay i DNaza II. 
Z pierwszym etapem degradacji DNA związana jest prawdopodobnie aktywność topoizomerazy II DNA. 
(Postępy Biologii Komórki 2000; 27: 583-597)

Słowa kluczowe: Apoptoza; nuklezy; kaspazy; chromatyna.

Summary: Sequential cleavage of genomic DNA into large-scale DNA fragments of 50-kb, followed by 
formation of mono- and oligonucleosomal DNA fragments, is a biochemical hallmark of apoptosis. 
Chromatin condensation is correlated with apoptotic DNA fragmentation. One of the nucleases primarily 
responsible for DNA cleavage is called DFF40/CAD. DFF40/CAD is activated by caspase-3 that cuts 
the nuclease inhibitor DFF45/ICAD. Other nucleases (e.g. NUC18, DNasey and DNase II) have been 
also postulated to be involved in apoptosis. Formation of large-scale DNA fragments is potentially 
mediated by DNA topoisomerase II.
(Advances in Cell Biology 2000; 27: 583-597)

Key words: Apoptosis; nucleases; caspases; chromatin.

*Praca Finansowana przez Komitet Badań Naukowych, grant 6P04A 013 17.
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Wykaz skrótów: AIF (ang. apoptosis inducing factor) -  białko mitochondrialne indukujące apoptozę; bp 
-  para nukleotydów, CAD (ang. caspase-activated DNase) -  DNaza aktywowana przez kaspazę; CIDE 
(ang. cell death inducing DFF45-like efector) -  białko indukujące apoptozę; DAPI -  diamidino-2-feny- 
Ioindol; DFF (ang. DNA fragmentation factor) -  białko indukujące fragmentację DNA; DNA-PK -  
kinaza białkowa zależna od DNA; FAS -  receptor błonowy z rodziny TNF; FADD (ang. FAS associated 
protein with death domain) -  białko adaptorowe wiążące się z receptorem FAS; fragmenty HMW (ang. 
high molecular weight) -  fragmenty DNA o dużej masie; ICAD (ang. inhibitor o f CAD) -  inhibitor 
nukleazy CAD; kb -  tysiąc par nukleotydów; LEI (ang. leukocyte elastase inhibitor) -  inhibitor elastazy 
z leukocytów; kDa -  tysiąc atomowych jednostek masy; MAR/SAR (ang. matrix attached region/scaf
fo ld  associated region) -  sekwencje DNA oddziałujące ze szkieletem jądrowym.

I. WSTĘP

Programowana śmierć komórki, czyli inaczej apoptoza, jest procesem umożli
wiającym usuwanie zbędnych komórek w trakcie różnicowania i organogenezy. 
Dodatkową rolą apoptozy jest eliminacja z organizmu komórek nieprawidłowych 
(naprzykład nowotworowych) lub uszkodzonych. Apoptozajest aktywnym procesem 
autodestrukcyjnym, kontrolowanym przez szereg genów i wymagającym aktywacji 
odpowiednich białek. Jedną ze zmian biochemicznych swoistych dla procesów apo
ptozy jest aktywacja proteaz cysteinowych, kaspaz. Aktywacja kaspaz odbywa się 
w kaskadzie, w której nieaktywne zymogeny aktywowane są w drodze ograniczonej 
proteolizy. Substratami kaspaz są liczne białka cytoplazmatyczne i jądrowe. Kaspazy 
można podzielić na dwie grupy: zawierające tzw. dużą „prodomenę” kaspazy „ini
cjujące” oraz zawierające małą „prodomenę” kaspazy „wykonawcze” . Przykładem 
kaspaz „wykonawczych” jest kaspaza-3. Jest ona aktywowana przez dwie kaspazy 
inicjujące: kaspazę - 8  lub kaspazę-9. W piśmiennictwie polskim opublikowano liczne 
artykuły przeglądowe szczegółowo omawiające różne aspekty apoptozy [m.in. 2 , 
10, 11, 12, 20, 32, 36, 41, 47]. Niniejsza praca poświęcona jest procesowi kata- 
bolicznemu typowemu dla komórek ulegających apoptozie: fragmentacji materiału 
genetycznego. Z procesem fragmentacji DNA związana jest kondensacja chromatyny 
obserwowana w komórkach apoptotycznych, która również omówiona zostanie w 
pracy.

II. FRAGMENTACJA DNA JEST PROCESEM 
WIELOETAPOWYM, ZALEŻNYM OD STRUKTURY

CHROMATYNY

W roku 1976 Skałka i współpracownicy [42], a później Wyllie w roku 1980, 
stwierdzili, że materiał genetyczny wyizolowany z komórek ulegających apoptozie 
jest zdegradowany do fragmentów o długościach odpowiadających wielokrotności 
DNA nukleosomowego [49]. Była to jedna z cech odróżniających proces apoptozy 
od śmierci nekrotycznej, w której DNA degradowany jest do fragmentów o przy
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padkowej długości. Pozwoliło to na sformułowanie hipotezy, że taka fragmentacja 
DNA zależna jest od swoistej nukleazy, a cały proces warunkuje przebieg apoptozy 
i jest typowy dla tego rodzaju śmierci komórek [ 1 ]. Obecnie wiadomo, że fragmentacja 
DNA w komórkach ulegających apoptozie odbywa się w kilku etapach, które w 
układach doświadczalnych można od siebie odseparować. Pierwszym etapem jest 
powstawanie dużych fragmentów DNA (ang. HMW -  liigh-molecular weight) w 
ciągu kilkunastu-kilkudziesięciu minut po zainicjowaniu procesu. Prawdopodobnie 
w dwu kolejnych podetapach DNA chromosomowy cięty jest na fragmenty o długości 
ok. 300, a następnie 50 tysięcy par zasad (kb). W ciągu godziny do kilkunastu 
godzin po zainicjowaniu procesu, DNA ulega pocięciu do krótkich fragmentów 
o długościach będących wielokrotnością ok. 200 par zasad (rys. 1A i B) [21, 53]. 
Obecnie sądzi się, że fragmentacja DNA nukleosomowego, chociaż typowa dla 
apoptozy, nie jest niezbędna dla przebiegu całego procesu. Świadczy o tym fakt, 
że niektóre typy komórek, pomimo braku degradacji DNA do krótkich fragmentów 
oligonukleosomowych, umierają wykazując cechy morfologiczne typowe dla apo
ptozy. W komórkach tych obserwuje się jednak degradację DNA do fragmentów 
o wysokiej masie cząsteczkowej [21, 34, 53].

Sposób fragmentacji DNA w czasie apoptozy odzwierciedla cechy strukturalne 
chromatyny. Powstawanie krótkich fragmentów DNA (laddering) w sposób oczy
wisty związane jest z nukleosomową strukturą chromatyny i jest efektem cięcia 
przez nukleazy DNA łącznikowego znajdującego się pomiędzy nukleosomami. Przy
puszcza się, że powstawanie fragmentów HMW odzwierciedla tzw. wyższo-rzędową 
strukturę chromatyny: fragmenty o długości ok. 50 kb -  pętle DNA, a fragmenty 
o długości ok. 300 kb -  struktury zawierające heksamery pętli DNA (tzw. struktury 
rozetowe) [24, 53]. Fragmentacja DNA jest wypadkową dwu procesów: aktywacji 
nukleaz i zmian struktury chromatyny, które zwiększają podatność DNA na atak 
białek wprowadzających pęknięcia DNA. Fragmentacja DNA nukleosomowego jest 
przede wszystkim wynikiem aktywacji nukleaz, natomiast zmiany struktury chro
matyny (np. proteoliza histonu H I) wydaje się mieć charakter wyłącznie wspo
magający. Struktura chromatyny, poprzez ekspozycję pewnych odcinków DNA na 
atak nukleaz, ma decydujące znaczenie dla powstawania fragmentów o wysokiej 
masie cząsteczkowej (HMW). Aktywacja procesu apoptozy prowadzi do zmian 
struktury chromatyny. Przykładem może być proteoliza białek oddziałujących z 
DNA, na przykład histonów, lamin i białek macierzy jądrowej, katalizowana między 
innymi przez kaspazy [4, 45]. Struktura chromatyny jest czynnikiem regulującym 
ekspresję materiału genetycznego, zaś zmiany metabolizmu komórki wymuszają 
zmiany struktury chromatyny [3]. Można wyobrazić sobie, że zmiany struktury 
chromatyny będące efektem działania białek apoptotycznych (np. kaspaz) prowadzą 
zarówno do fragmentacji DNA, jak i do deregulacji ekspresji genów.
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RYSUNEK 1. Frugmentacja DNA i kondensacja chromatyny w komórkach ulegających apotozie. DNA 
z kontrolnych komórek HL60 (K) i komórek HL60 traktowanych etopozydem (E) rozdzielano w 
elektroforezie w pulsowo zmiennym polu elektromagnetycznym (panel A) lub standardowej elektrofore
zie agarozowej (panel B) lub komórki utrwalano, barwiono DAPI i analizowano mikroskopowo (panel 
C). Stosowano 30 pM stężenie etopozydu, komórki eksponowano 6 godzin (panel A) lub 24 godziny 
(panele B i C).

III. DEGRADACJA DNA DO FRAGMENTÓW HMW 
ODBYWAJĄCA SIĘ WE WCZESNYCH ETAPACH

APOPTOZY

Mechanizmy degradacji DNA chromosomowego do fragmentów o długości 300 
kb i 50 kb są stosunkowo mało poznane i do tej pory nie udało się wyizolować 
żadnej nukleazy swoistej dla tego procesu. Można wymienić kilka hipotez doty
czących mechanizmów odpowiedzialnych za powstawanie fragmentów HMW.
1. W chromatynie konstytutywnie istnieją miejsca nadwrażliwe na działanie nukleaz 

aktywowanych w procesie apoptozy (nukleazy takie mogłyby być swoiste dla tego 
etapu degradacji DNA lub brać udział również w degradacji DNA nukleosomo- 
wego).

2. W trakcie apoptozy, na przykład w efekcie proteolizy białek szkieletu jądrowego, 
w chromatynie tworzą się miejsca nadwrażliwe na nukleazy.

3. Pod wpływem czynników indukujących apoptozę białka chromatyny, które nor
malnie nie wykazują aktywności nukleolitycznej, wprowadzają pęknięcia nici 
DNA.
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4. Dwuniciowe pęknięcia DNA mogą powstawać również w wyniku bezpośredniego 
działaniaczynnikówgenotoksycznych (na przykład promieniowania jonizującego) 
bez udziału swoistych białek enzymatycznych.
Aktywności enzymatyczne odpowiedzialne za powstawanie fragmentów HMW 

charakteryzowano w kilku układach doświadczalnych, a zebrane dane wskazują, 
że w procesie mogą brać udział różne białka enzymatyczne [16, 21, 53]. Szereg 
danych sugeruje, że w powstawaniu fragmentów HMW ma udział topoizomeraza 
II DNA (lub inne enzymy o podobnym mechanizmie działania). Na udział to- 
poizomerazy II w apoptotycznej fragmentacji DNA wskazują następujące fakty:
1. Topoizomeraza II ma zdolność kowalencyjnego wiązania i odwracalnego rozszcze

piania nici DNA. Jednak w pewnych warunkach (na przykład w obecności swois
tych inhibitorów) działanie topoizomerazy może ulec zaburzeniu i powstają 
nieodwracalne pęknięcia DNA [26].

2. Część molekuł topoizomerazy II zlokalizowana jest w szkielecie jądrowym i 
oddziałuje z sekwencjami MAR/SAR, biorąc udział w tworzeniu pętli DNA. W 
obecności inhibitorów topoizomeraza II indukuje wycinanie z genomu fragmentów 
DNA o długości 50-300 kb w tych samych miejscach, w których obserwowano 
powstawanie fragmentów HMW w czasie apoptozy [24].

3. Niektóre inhibitory topoizomerazy II (np. etopozyd czy tenipozyd) są czynnikami 
indukującymi apoptozę.

IV. NUKLEAZY, KTÓRE MOGĄ BRAĆ UDZIAŁ 
W DEGRADACJI DNA DO FRAGMENTÓW 

OLIGONUKLEOSOMOWYCH

Analiza fragmentów DNA generowanych w trakcie apoptozy pozwoliła na usta
lenie cech nukleaz zaangażowanych w ten proces. Stwierdzono, że enzymy te są 
endonukleazami swoistymi dla dwuniciowego DNA. Nukleazy te mają zdolność 
wprowadzania zarówno jednoniciowych pęknięć DNA (ang. nick), jak i dwuni- 
ciowych tępo zakończonych końców (ang. blunt-end). Wiązanie fosfodiestrowe prze
cinane jest w taki sposób, że grupa fosforanowa zostawiana jest po stronie 5 ’ 
(5’-P),  a grupa hydroksylowa po stronie 3 ’ (3’-O H ) -  cecha ta wykorzystywana 
jest w technice TUNEL Assay, powszechnie stosowanej do detekcji komórek apo
ptotycznych. W  reakcji z chromatyną nukleazy takie preferencyjnie przecinają DNA 
łącznikowy pomiędzy kolejnymi nukleosomami [22]. W wyniku badań trwających 
od trzydziestu lat wykryto kilkadziesiąt nukleaz, których aktywność pojawia się 
(lub wzrasta) w komórkach ulegających apoptozie. Enzymy, których aktywność 
związana jest z apoptozą, należą do trzech grup nukleaz:

1 ) zależnych od jonów magnezu,
2 ) zależnych od jonów wapnia i magnezu,
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3) niezależnych od jonów metali.
Często jedynymi cechami wykrytych enzymów są wymagania jonów metali i 

ich przybliżona masa cząsteczkowa (białka te mają od 18 do 97 kDa). Informacje 
dotyczące nukleaz, których aktywność może być związana z apoptozą, znaleźć 
można w innych pracach przeglądowych [np. 22, 30, 53]. W niniejszej pracy przed
stawionych zostanie jedynie kilka najlepiej poznanych enzymów, których związki 
z apoptozą są najlepiej udokumentowane.

1. N ukleazy  zależne od jo n ó w  m agnezu

DFF40/CAD. Enzym mający decydujące znaczenie dla degradacji DNA w trakcie 
apoptozy odkryty został przed trzema laty. Białko zostało zidentyfikowane jako 
czynnik indukujący fragmentację DNA w wyizolowanych jądrach i nazwane DFF 
(ang. DNA fragm entation factor) [28]. Ludzki DFF składa się z dwu podjednostek: 
katalitycznej o masie około 40 kDa (DFF40) i regulatorowej o masie około 45 
kDa (DFF45) [27]. Odkryte niezależnie mysie białka homologiczne z DFF nazwano 
CAD (ang. caspase-activatedDNase, odpowiednik DFF40) orazICAD (odpowiednik 
DFF45) [7]. DFF40/CAD jest białkiem zasadowym zbudowanym z 345 amino
kwasów. DFF45/ICAD jest białkiem kwaśnym zbudowanym z 331 aminokwasów. 
Dwie reszty asparaginowe znajdujące się w pozycji 117 i 224 DFF45/ICAD roz
poznawane są i trawione przez kaspazę-3 (i mniej wydajnie przez kaspazę-7). DFF45 
wykazuje dwie aktywności: białka opiekuńczego (ang. chaperone) i inhibitora dla 
nukleazy DFF40. Obecność DFF45 niezbędna jest dla prawidłowego fałdowania 
łańcucha aminokwasowego DFF40 w trakcie jego syntezy, a DFF40 syntetyzowany 
w komórkach pozbawionych DFF45 tworzy nieaktywne agregaty. W komórkach 
nieulegających apoptozie nieaktywny heterodimer DFF40/DFF45 zlokalizowany 
jest w jądrach. Aktywacja kaspazy-3 i nacięcie inhibitora DFF45 w dwu swoistych 
miejscach jest niezbędne dla aktywacji nukleazy [7, 14, 27, 28]. Po uwolnieniu 
z kompleksu z DFF45, białko DFF40 tworzy aktywne homo-oligomery [29]. W 
komórkach występuje również krótsza forma białka DFF45 (będąca produktem 
tzw. „alternatywnego splicingu” i pozbawiona domeny C-końcowej), nazwana 
DFF35/ICAD-S. DFF35 jest inhibitorem DFF40, nie wykazuje jednak aktywności 
„opiekuńczej” [13, 38]. C-końcowa część DFF40 zawiera domenę katalityczną, 
a część N-końcowa domenę regulującą aktywność nukleazy [18]. DFF40 i DFF45 
oddziałują ze sobą przez domeny N-końcowe; sekwencja aminokwasowa tej części 
obu białek wykazuje znaczny stopień homologii. Stwierdzono, że w komórkach 
kręgowców (a również Drosophila melanogaster) występują inne białka, których 
domeny N-końcowe wykazują homologię z N-końcowymi domenami DFF40 i 
DFF45. Do białek tych należąCIDE-A i CIDE-B (ang. celideath inducingDFF45-like 
efector) oraz białko Fsp27 swoiste dla komórek tłuszczowych. N-końcowa domena 
wspólna dla białek CIDE i DFF nazwana została CIDE-N. Białka CIDE-A i CIDE-B
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indukują apoptozę, a ich aktywność hamowana jest przez oddziaływanie z DFF45 
(poprzez domeny CIDE-N). Obecność ich domeny C-końcowej (domena CIDE-C) 
jest czynnikiem wystarczającym do zainicjowania procesu, lecz mechanizm ich 
działania nie jest wyjaśniony [19]. DFF40 jest endonukleazą swoistą dla dwuni- 
ciowego DNA, generującą tępo zakończone końce z grupami 3 ’-OH. DFF40 preferuje 
DNA łącznikowy generując fragmenty mono- i oligonukleosomowe, a jej aktywność 
stymulowana jest w obecności niektórych białek chromatyny (histon HI, HMG-1/2 
oraz topoizomeraza II) [46]. O decydującym znaczeniu nukleazy DFF40/CAD dla 
degradacji DNA w trakcie apotozy świadczą następujące fakty:
1 ) zgodność właściwości katalitycznych z cechami „idealnej nukleazy apoptotycz- 

nej”,
2) obecność w jądrach niemal wszystkich typów komórek [33],
3) mechanizm aktywacji wykorzystujący kaspazę-3,
4) brak swoistej dla apoptozy fragmentacji DNA w komórkach pozbawionych aktyw

nego enzymu.
Stwierdzono, że u myszy transgenicznych z usuniętym genem DFF45, u których 

nie dochodzi do produkcji aktywnej nukleazy DFF40, zadziałanie czynnikami ini
cjującymi apoptozę nie indukuje fragmentacji DNA. Myszy takie, poza pewnymi 
anomaliami w rozwoju mózgu, mają prawidłowy fenotyp. Tymocyty otrzymane 
z takich myszy, chociaż również ulegają apoptozie, są w porównaniu z komórkami 
normalnymi bardziej oporne na jej indukcję i umierając wykazują inną morfologię 
[51, 52].

Endonukleaza G. Jedną z endonukleaz występujących powszechnie w komórkach 
kręgowców jest endonukleaza G. Enzym (składający się z dwu różnych podjednostek
0 masach około 28 kDa) trawi RNA oraz jedno- i dwuniciowy DNA i generuje 
końce 3 ’-OH. Białko znajdowane jest głównie w mitochondriach, gdzie uczestniczy 
w replikacji mitochondrialnego DNA [6 ]. Endonuklaza G wykrywana jest również 
w jądrach komórkowych. Ostatnio stwierdzono, że we wczesnych etapach apoptozy 
endonukleaza G uwalniana jest z mitochondriów pod wpływem białka Bid (podobnie 
jak cytochrom c) i może uczestniczyć w degradacji DNA chromosomów [L. Li
1 X. Wang, informacja odautorska].

2. N uk leazy  zależne od jo n ó w  w apnia i m agnezu

NUC18 i cyklofdiny. Jedną z pierwszych nukleaz, których aktywność wykryto 
w apoptotycznych komórkach limfoidalnych potraktowanych glukokortykoidami, 
było białko o masie około 18 kDa, nazwane N U C I 8 . N U C I 8  jest endonukleazą 
zlokalizowaną w jądrach, aktywną w neutralnym pH, hamowaną przez jony cynku 
i generującą końce 3 ’-OH. NUC18 wykazuje homologię z cyklofilinami, białkami 
wiążącymi cyklosporynę A i wykazującymi aktywność peptydylo-propylo cis-trans 
izomeraz. Trzy wykryte cyklofiliny (A, B, C -  o masach 18, 21 i 23 kDa) mają 
aktywność endonukleaz i cechy podobne do N U C I 8 . Cyklofilina C nie wymaga
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jonów wapnia i po wprowadzeniu do jąder generuje fragmenty DNA o długości 
około 50-kb [30, 31].

DNaza I i DNaza y. Jedną z lepiej poznanych nukleaz kręgowców jest DNaza 
I, białko o masie 31-34 kDa. Stwierdzono, że enzym ten produkowany jest w 
wielu typach komórek (a nie tylko w komórkach wydzielniczych) i wykryto jego 
obecność również na terenie jądra komórkowego. Ponieważ cechy enzymatyczne 
DNazy I odpowiadają cechom nukleaz apoptotycznych (wymienione powyżej), su
geruje się, że DNaza I może być jednym z enzymów odpowiedzialnych za frag- 
mentację genomu w trakcie apoptozy [35]. W komórkach kręgowców występują 
inne białka wykazujące dużą homologię z DNazą I. W komórkach szczurów takim 
enzymem jest DNaza y. Aktywny enzym ma masę około 33 kDa i zlokalizowany 
jest w jądrach komórek ulegających apoptozie. W komórkach nieulegających apo- 
ptozie DNaza y występuje w formie nieaktywnego proenzymu o masie 35 kDa. 
Od DNazy I różni ją  to, że nie jest hamowana przez aktynę i wykazuje preferencje 
dla DNA łącznikowego między nukleosomami [39]. Ludzkim odpowiednikiem D Na
zy y jest białko DNAS1L3 [50].

3. N ukleazy  niezależne od jo n ó w  metali

DNaza II. W komórkach kręgowców wykryto obecność szeregu nukleaz nie 
wymagających jonów magnezu lub innych metali i aktywnych w kwaśnym pH 
(poniżej 6,5). Najlepiej znanym enzymem z tej grupy nukleaz jest DNaza II. DNaza 
II jest endonukleazą preferencyjnie tnącą DNA łącznikowy i generującą końce 3 ’-P. 
Chociaż białko to zlokalizowane jest głównie w lizosomach, sugeruje się jego związek 
z procesami apoptozy w tych typach komórek, w których w trakcie apoptozy dochodzi 
do znacznego obniżenia pH [8 , 40]. Ludzka DNaza II syntetyzowana jest jako 
białko o masie 40 kDa i ulega proteolizie (katalizowanej prawdopodobnie przez 
kaspazy) do formy o długości około 28 kDa [23]. DNaza II obecna w komórkach 
świni syntetyzowana jest jako białko o masie 42 kDa tożsame z inhibitorem elastazy 
z leukocytów (LEI). W komórkach apoptotycznych LEI ulega proteolizie do białka 
o masie 27 kDa, nie będącego inhibitorem elastazy, lecz aktywną formą DNazy 
II [44].

V. MECHANIZMY AKTYWACJI NUKLEAZ 
W KOMÓRKACH ULEGAJĄCYCH APOPTOZIE

Aktywność wszystkich nukleaz obecnych w komórkach, podobnie jak i innych 
enzymów katabolicznych, znajduje się pod ścisłą kontrolą uniemożliwiającą ich 
„nieplanowanądziałalność” . Można wyobrazić sobie, żeczęść nukleaz degradujących 
DNA w trakcie apoptozy aktywowana jest w wyniku swoistych mechanizmów 
regulujących, inne zaś aktywowane są niejako „przy okazji” zmian mających miejsce
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w umierającej komórce. Użyty tutaj termin „aktywacja” obejmuje nie tylko aktywację 
(czy derepresję) sensu stricto, ale również udostępnienie DNA dla enzymów aktyw
nych konstytutywnie. Poniżej przedstawione są niektóre z mechanizmów mogących 
aktywować nukleazy w komórkach ulegających apoptozie.

1. Z m ian a  rów now ag i jonow ej w kom órkach  ulegających apoptozie

Jedną ze zmian biochemicznych typowych dla procesu apoptozy jest obniżenie 
stężenia jonów potasu, głównego kationu cytoplazmatycznego. Stwierdzono, że w 
komórkach ulegających apoptozie stężenie potasu maleje z 140-150 mM do 35-55 
mM. Takie obniżenie stężenia potasu może aktywować nukleazy z rodziny 
NUC18/cyklofilin, które w buforach o fizjologicznej sile jonowej wykazują słabą 
aktywność [17]. Wewnątrzkomórkowe stężenie potasu ma również wpływ na aktyw
ność nukleazy DFF40/CAD, która optymalną aktywność wykazuje przy 50-100 
mM stężeniu soli [Widłak, niepublikowane]. Inną zmianą typową dla apoptozy 
jest wzrost wewnątrzkomórkowego stężenia jonów wapnia, z wartości nanomo- 
lowych do mikromolowych. Podane wielkości są wartościami uśrednionymi dla 
całej komórki, nie wiadomo, jak zmienia się stężenie wapnia w jądrach komórkowych. 
Jednak powszechnie przyjmuje się, że podwyższenie wewnątrzkomórkowego stę
żenia wapnia w trakcie apoptozy prowadzi do aktywacji nukleaz zależnych od 
wapnia i magnezu [1]. Zaburzenia transportu jonów w umierających komórkach 
prowadzą często do ich zakwaszenia. Zwykle w komórkach ulegających apoptozie 
obserwuje się obniżenie pH cytoplazmatycznego do 7,2-7,0, jednak w niektórych 
typach komórek stwierdzono obniżenie pH do wartości 6,5 [40]. Przy tej wartości 
pH aktywowana jest DNaza II [23] i inne nukleazy z tej grupy [8 ].

2. Z m ian a  w ew nątrzkom órkow ej lokalizacji nukleaz

Wiele nukleaz zamkniętych jest w strukturach cytoplazmatycznych, w których 
nie mają one kontaktu z DNA. Przykładem jest lokalizacja DNazy I w retikulum 
endoplazmatycznym, a DNazy II w lizosomach. Zmiana „fizjologicznej” lokalizacji 
nukleaz i ich transport do jąder może wynikać z aktywnych mechanizmów, jak 
w przypadku uwalniania endonukleazy G z mitochondriów, może być również efe
ktem zmian strukturalnych mających miejsce w umierającej komórce.

3. T w orzen ie  kom pleksów  z innym i białkami

Szereg nukleaz tworzy nieaktywne kompleksy z innymi białkami komórkowymi 
odgrywającymi rolę inhibitorów. Przykładem mogą być kompleksy pomiędzy DNazą 
I i aktyną oraz kompleksy DFF40/CAD z DFF45/ICAD (omówione powyżej). Akty
wacja takich nukleaz polega na usunięciu inhibitora. Podobny jest mechanizm akty
wacji N U C I 8 , który w komórkach nie ulegających apoptozie występuje w
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nieaktywnym kompleksie z innymi białkami jądrowymi [30J, oraz zależnych od 
wapnia i magnezu nukleaz z grupy endo-egzonukleaz, które w formie nieaktywnej 
tworzą kompleksy z białkami szkieletu jądrowego [9]. Nukleazy mogą być również 
ak tyw ow ane p oprzez  tw orzen ie  kom pleksów . P rzyk ładem  jes t  n u k leaza  
DFF40/CAD, tworząca aktywne homo-oligomery i stymulowana poprzez oddzia
ływania z histonem HI [29].

4. A ktyw acja  nukleaz za leżna od proteaz

Szereg nukleaz występuje w postaci nieaktywnych proenzymów (zymogenów) 
i jest aktywowana w wyniku ograniczonej proteolizy. Aktywacja taka zależna jest 
zwykle od kaspaz, jednak mogą w niej uczestniczyć również inne proteazy (na 
przykład elastazaczy granzym B). Do nukleaz aktywowanych w wyniku ograniczonej 
proteolizy należą: DNaza y [39], DNaza II [23, 44] czy endo-egzonukleazy [9]. 
Zależna od proteaz aktywacja nukleaz może polegać również na proteolizie ich 
inhibitorów, na przykład katalizowanej przez kaspazy proteolizie aktyny (inhibitor 
DNazy I) lub DFF45/ICAD (inhibitor DFF40/CAD; omówione powyżej). Dodat
kowo, proteazy aktywowane w trakcie apoptozy (kaspazy, granzym B, proteazy 
serynowe macierzy jądrowej) katalizują proteolizę białek chromatyny i w ten sposób 
zwiększają dostępność i podatność DNA na działanie nukleaz.

5. Synteza de novo  i m odyfikac je  posttranslacyjne nukleaz

W trakcie apoptozy ma miejsce aktywacja szeregu genów. Nie jest jednak jasne, 
czy do białek swoiście syntetyzowanych po inicjacji apoptozy należą nukleazy. 
Wiadomo jednak, że w pewnych układach doświadczalnych podanie cykloheksimidu, 
inhibitora syntezy białek, nie blokuje apoptozy i fragmentacji DNA [22, 53]. Jednym 
z mechanizmów regulacji aktywności białek jest kowalencyjna modyfikacja reszt 
aminokwasowych, na przykład fosforylacja czy acetylacja. Nukleazą, której aktyw
ność może być regulowana przez post-translacyjną modyfikację, jest DNaza y. B iałko 
to jest substratem dla polimerazy poli-ADP rybozy (PARP), a poli-ADP rybozylacja 
hamuje jego aktywność [50]. PARP jest substratem dla kaspazy-3, a jego proteolizę 
i inaktywację obserwuje się w trakcie apoptozy [45].

VI. KONDENSACJA CHROMATYNY W KOMÓRKACH 
ULEGAJĄCYCH APOPTOZIE

Jedną ze zmian morfologicznych typowych dla komórek ulegających apoptozie 
jest kondensacja chromatyny (rys. 1C). Mechanizmy apoptotycznej kondensacji 
chromatyny i kondensacji chromatyny w trakcie podziałów komórki są inne. Swoistą 
cechą mitotycznej kondensacji chromosomów jest fosforylacja histonów HI i H3,
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przebiega ona bez fragmentacji chromatyny. Kondensacja w czasie apoptozy polega 
prawdopodobnie na agregacji heterochromatyny poprzedzonej degradacją euchro- 
matyny, szkieletu jądrowego i szkieletu cytoplazmatycznego [15]. Apoptotyczna 
kondensacja chromatyny towarzyszy zwykle fragmentacji DNA. Początkowo są
dzono, że fragmentacja DNA jest jedynym i wystarczającym czynnikiem indu
kującym kondensację chromatyny. Hipotezę taką potwierdzały doświadczenia, w 
których obserwowano kondensację chromatyny w komórkach poddanych działaniu 
nukleazy mikrokokalnej [1]. W chwili obecnej znane są trzy niezależne mechanizmy 
indukujące kondensację chromatyny w komórkach apoptotycznych. Jeden z tych 
mechanizmów wymaga degradacji DNA do fragmentów oligonukleosomowych i 
zależny jest od nukleazy DFF40/CAD [27]. Inny mechanizm kondensacji chromatyny 
zależny jest od białka AIF (ang. apoptosis-inducing factor). AIF jest białkiem 
mitochondrialnym o masie 57 kDa, przemieszczającym się do jąder po zainicjowaniu 
apoptozy (jego wypływ z mitochondriów blokowany jest przez białko Bcl-2). Po 
pojawieniu się w jądrach, AIF indukuje degradację DNA do fragmentów o długości 
50 kb oraz kondensację chromatyny. Mechanizm nie wymaga działania kaspaz, 
nie obserwuje się również degradacji chromatyny do fragmentów oligonukleosomo
wych [43]. Kolejny znany czynnik białkowy, Acinus, indukuje kondensację chro
matyny przy braku obserwowanej degradacji DNA. Acinus syntetyzowany jest w 
formie dłuższych białek‘prekursorowych (AcinusL, AcinusS i AcinusS’, o masach 
220, 98 i 94 kDa), zawierających miejsce rozpoznawane przez kaspazę-3. Aktywacja 
białka wymaga proteolizy przez kaspazę-3, a czynnikiem inicjującym kondensację 
chromatyny jest generowany fragment o masie 17 kDa [37]. Prawdopodobnie w 
czasie normalnego przebiegu apoptozy wszystkie trzy mechanizmy partycypują w 
indukcji kondensacji chromatyny. Na dalszych etapach apoptozy fragmenty skon
densowanej chromatyny (wraz z fragmentami cytoplazmy) upakowywane są w po
staci ciałek apoptotycznych. Proces ten wymaga katalizowanej przez kaspazę - 6  

degradacji lamin [25].

VII. PODSUMOWANIE I KONKLUZJE

Aktywnie inicjowana i kontrolowana degradacja makrocząsteczek komórkowych 
jest istotą programowanej śmierci komórki, apoptozy. Degradacja DNA w trakcie 
apoptozy przebiega w dwu etapach. Po zainicjowaniu apoptozy z chromosomów 
wycinane są fragmenty o długości ok. 50 kb (lub ich oligomery), odzwierciedlające 
pętlo wą domenową strukturę chromatyny. W następnej kolejności DNA degradowany 
jest do fragmentów mono- i oligonukleosomowych. Niektóre typy komórek umierają 
w wyniku czynników indukujących apoptozę bez tego drugiego, bardziej inten
sywnego etapu fragmentacji DNA.

Degradacja DNA przyspiesza fragmentację jądra komórkowego i powstawanie 
ciałek apoptotycznych. Jest również procesem minimalizującym ryzyko przekazania
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innym komórkom uszkodzonego lub zmienionego materiału genetycznego. Degra
dacja DNA w trakcie apoptozy mogłaby więc być funkcjonalnym odpowiednikiem 
zjawiska restrykcji obserwowanego w komórkach bakteryjnych. Organizmy euka
riotyczne, nie mając praktycznej możliwości rozpoznania i eliminacji z komórki 
„obcego” DNA, mogłyby eliminować całą komórkę zawierającą „obcy” czy nie
prawidłowy DNA. Fragmentacja DNA nukleosomowego jest rezultatem procesu 
apoptozy i ma miejsce w późnych etapach jego przebiegu. Można jednak spe
kulować, czy powstawanie fragmentów HMW jest tylko efektem, czy może również 
przyczyną apoptozy. Wiadomo, że pęknięcia DNA inicjują mechanizmy blokady 
cyklu komórkowego, a obecność jednego lub kilku dwuniciowych pęknięć DNA 
jest sygnałem wystarczającym do zainicjowania procesów, które w efekcie prowadzą 
do zablokowania podziałów komórki [48]. Podobne lub te same białka (m.in. p53, 
ATM. DNA-PK) zaangażowane są w przekazy wanie sygnałów wiodących do inicjacji 
apoptozy lub blokady cyklu komórkowego [5]. Można więc przypuszczać, że pęk
nięcia DNA i powstawanie fragmentów HMW jest czynnikiem inicjującym lub 
choćby współinicjującym proces apoptozy. Na korzyść takiej hipotezy przemawia 
fakt, że wśród czynników inicjujących apoptozę znajdują się takie, które pośrednio 
(np. i nhibitory topoizomerazy II DNA) lub bezpośrednio (promieniowanie jonizujące) 
indukują dwuniciowe pęknięcia DNA.

Chociaż degradacja chromatyny do fragmentów oligonukleosomowych nie jest 
całkowicie niezbędna dla śmierci komórki, to przez swoją uniwersalność jest po
wszechnie wykorzystywana jako molekularny znacznik procesu apoptozy. Detekcja 
fragmentacji DNA w rozdziale elektroforetycznym (na żelach agarozowych lub 
poliakrylamidowych) DNA genomowego jest jedną z biochemicznych technik wy
krywania komórek ulegających apoptozie. Podwójno-niciowe pęknięcia DNA za
wierające końce 3’-OH są substratami dla terminalnej transferazy. Cecha ta jest 
wykorzystywana w jednym z najpopularniejszych testów na wykrywanie komórek 
apoptotycznych, tzw. TUNEL Assay. Cechą morfologiczną powszechnie wykorzy
stywaną dla detekcji komórek ulegających apoptozie (związaną z fragmentacją DNA) 
jest kondensacja chromatyny. Najprostszy sposób jej wykrycia to obserwacja mi
kroskopowa komórek wybarwionych diamidino-2-fenyloindolem (DAPI), barwni
kiem fluorescencyjnym wiążącym się z DNA.

Enzymem odpowiedzialnym za apoptotyczną fragmentację DNA w większości 
typów komórek jest endonukleaza DFF40/CAD. Białko to obecne jest w jądrze 
komórkowym w postaci nieaktywnego kompleksu z inhibitorem, a jego aktywacja 
zależna jest od kaspazy-3 usuwającej inhibitor. Prawdopodobnie w proces frag
mentacji DNA zaangażowane są również inne nukleazy, z których część przedostaje 
się do jąder komórkowych w wyniku zmian strukturalnych mających miejsce w 
trakcie apoptozy. Czynnikiem ułatwiającym fragmentację DNA jest proteoliza białek 
chromatyny, katalizowana przez kaspazy i inne nukleazy aktywowane w trakcie
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apoptozy. Z degradacją DNA i białek jądrowych związana jest kondensacja chro
matyny, cecha morfologiczna typowa dla komórek ulegających apoptozie.
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M IEJSCE I ROLA M OLEKUŁY CD56/NCAM  
W BIOLOGII I M EDYCYNIE*

P L A C E  A N D  R O L E  O F  C D 5 6 /N C A M  M O L E C U L E  
IN B IO L O G Y  A N D  M E D IC IN E

Jan ŻEROMSKI

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

Streszczenie. W pracy przedstawiono aktualny stan badań nad izoformą 140 kD nerwowej cząsteczki 
adhezyjnej CD56/NCAM. Omówiono krótko biosyntezę, budowę, a także przypuszczalne funkcje 
cząsteczki. Zróżnicowanie budowy cząsteczki wynika nie tylko ze zmian potranskrypcyjnych mRNA, 
ale także z modyfikacji w okresie potranslacyjnym, polegających na przyłączaniu różnych grup chemi
cznych.Wskazano na główne miejsca jej występowania zarówno w tkankach prawidłowych, jak w 
patologii ludzkiej, głównie w nowotworach złośliwych. W odniesieniu do tkanek prawidłowych oprócz 
układu nerwowego ważnymi miejscami występowania CD56 okazują się gruczoły dokrewne, Wśród 
nowotworów złośliwych oprócz guzów pochodzenia neuroektodermalnego CD56 występuje na komór
kach licznych nowotworów układu krwiotwórczego, mięsaków z mięśni poprzecznie prążkowanych, a 
także niektórych raków. Zwrócono także uwagę na możliwości wykorzystania oznaczeń CD56 w 
medycynie klinicznej.
(Postępy Biologii Komórki 2000; 27: 599-608)

Słowa kluczowe: cząsteczki adhezyjne, CD56/NCAM, komórki NK, układ nerwowy, gruczoły dokrew
ne, interakcje homofilne, nowotwory złośliwe, przydatność kliniczna.

Summary. The actual state of study on 140 kD isoform of neural cell adhesion molecule (CD56/NCAM) 
was presented. Its biosynthesis, structure and putative functions were shortly delineated. Complexity of 
CD56 structure is the result not only of posttranscriptional alterations of mRNA, but also posttranslational 
modifications due to binding of various chemical groups. Its distribution both in normal and pathological 
tissues was described, the latter predominantly within malignant tumors. In normal tissues apart from 
nervous system an important localization of CD56 appears to be on cells of endocrine glands. Among 
malignant tumors apart from neoplasms of neuroectodermal origin, CD56 is expressed on cells of several 
tumors of hemopoetic system, rhabdomyosarcomas but also on some carcinomas. The attention was paid

♦Praca została dofinansowana z grantu badań własnych A.M. w Poznaniu, nr projektu: 501 -1 -18-02.
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to the possible value of the determination of CD56 in clinical medicine.
(Advances in Cell Biology 2000; 27: 599-608 )

Key words: adhesion cells, CD56/NCAM, neural system, malignant tumors

WSTĘP

Nerwowa cząsteczka adhezyjna (neural cell adhesion molecule -  NCAM), znana 
również jako antygen NKH-1, a także jako antygen Leu-19, należy do najlepiej 
scharakteryzowanych molekuł adhezyjnych, zarówno u zwierząt jak i u człowieka. 
Znane są molekularne etapy jej syntezy i modyfikacji potranskrypcyjnych. Niejasne 
wciąż pozostaje jej znaczenie i funkcje biologiczne, choć przyjmuje się za udo
wodnioną jej rolę w morfogenezie układu nerwowego. NCAM występuje w co 
najmniej 3 izoformach, będących wynikiem potranskrypcyjnego składania (splicing) 
mRNA. Jedna z tych izoform, CD56/NCAM budzi od lat wielkie zainteresowanie 
badaczy, a także praktyków biologii i medycyny ze względu na jej szerokie wy
stępowanie w różnych tkankach i narządach oraz rosnące znaczenie diagnostyczne, 
jak też prognostyczne w wielu jednostkach chorobowych. Nowe metody, takie jak: 
konstrukcja sondy -  cDNA dla CD56, możliwości oceny ekspresji na komórkach, 
jak i formy złuszczonej w płynach ustrojowych, poszerzyły warsztat badawczy i 
pozwoliły na bliższe określenie jej miejsca wśród innych molekuł adhezyjnych. 
W dalszym ciągu jednak cząsteczka CD56 pozostaje wyzwaniem dla szeroko pojętego 
kręgu ludzi teorii i praktyki.

BIOSYNTEZA CD56/NCAM

MRNA dla NCAM kodowany jest przez pojedynczy gen zlokalizowany na chro
mosomie 11(1 Iq23-q24) u człowieka i na chromosomie 9 u myszy. Region kodujący 
w genie kurczęcia stanowi co najmniej 19 eksonów, obejmujących około 50 kb. 
Ponadto gen zawiera 5 eksonów nie kodujących w pobliżu 5 ’ eksonu 1, co powiększa 
wielkość genu do 70 kb. Znane są co najmniej 4 mRNA dla NCAM kodujące 
poszczególne polipeptydy tworzące cząsteczkę białka. Potranskrypcyjne modyfikacje 
mRNA warunkują powstanie co najmniej 3 izoform o masie cząsteczkowej 120, 
140 i 180 kDa [19]. Dalsze modyfikacje mogą występować w okresie potranslacyjnym 
i obejmować takie procesy, jak: glikozylacja, acylacja kwasów tłuszczowych, fo
sforylacja i inne. Faktycznie istnieje ponad 20 różnych izoform NCAM, w tym 
także molekuła rozpuszczalna, uwalniana z powierzchni komórki [1, 8 ]. Produkt 
finalny biosyntezy NCAM ma 689 reszt aminokwasowych i pokryty jest kwasem 
a-2,8-polisialowym (PSA). Dokładne etapy biosyntezy NCAM i jej regulacja nie 
są bliżej znane. Jest to cząsteczka stara filogenetycznie i o uniwersalnym wystę
powaniu. Homologi NCAM, tzw. fascykliny, wykryto już u owadów [2].
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BUDOWA CZĄSTECZKI CD56

CD 56/NCAM należy do wielkiej nadrodziny immunoglobulin (Ig), co manifestuje 
się w budowie cząsteczki. NCAM jest pojedynczą giętką strukturą białkową mającą 
część zewnątrzkomórkową, przezbłonową i cytoplazmatyczną (rys. 1). Część zew
nętrzna ma 5 domen C2 Ig podobnych oraz 2 domeny fibronektyno-podobne w 
pobliżu błony komórkowej. Część przezbłonową albo przenika bezpośrednio przez 
błonę komórkową, albo jest zakotwiczona w otoczce glikozylo-fosfatydyloinozytolu 
(GPI). Część cytoplazmatyczna jest stosunkowo krótka i kończy się resztą COOH. 
Część zewnątrzkomórkową ma co najmniej 6  potencjalnych miejsc nadających się 
do N-zależnej glikozylacji potranslacyjnej. Możliwe są też inne modyfikacje czą
steczki, takie jak: fosforylacja seryny i treoniny w części cytoplazmatycznej, acylacja 
i sulfacja oligosacharydów związanych z asparaginą i inne [4, 8 , 44]. W mikroskopie 
elektronowym izolowane cząsteczki NCAM, długości od 30 do 60 nm, w 30% 
występują jako pojedyncze „witki”, w 50% jako dublety, a pozostałe tworzą agregaty

RYSUNEK 1. Budowa różnych form części zewnątrzkomórkowej cząsteczki NCAM: a -  forma wolna 
(rozpuszczalna), b -  forma zakotwiczona w błonie komórkowej przez GPI, c -  forma przezbłonową (jak 
CD56), C2 -  domeny z nadrodziny immunoglobulin, F3 -  domeny homologiczne z fibronektyną typu 3 
(według [1,3] zmodyfikowane)
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TABELA I. Najczęściej stosowane przeciwciała monoklonalne przeciw CD56/NCAM

Symbol (klon) Gatunek Izotyp Źródło
Leu-19 Mysie IgG l LL Lanier i wsp. [28]
NKH1 Mysie IgM T Hercend i wsp. [20]

Ritz i wsp. [46]
T-199 Mysie IgG l HJ Feickert i wsp. [14]
N901 Mysie IgGl JD Griffin i wsp. [16]
MOC-1 Mysie IgG l L DeLeij i wsp. [9]
ER1C-1 Mysie IgGl SP Bourne i wsp. [5]
L185 Mysie IgM LL Lanier i wsp. [30]
123C3 Mysie Brak danych DJ Schol i wsp. [51]

przypominające wiatraczek (pinwheel) [4, 18]. Znamienną cechą cząsteczki, wią
żącą się ze stadium rozwojowym ustroju jest obecność na niej otoczki wielocukru 
a-2,8 -kwasu polisialowego (PSA). Połączenie PSA z cząsteczką NCAM ma miejsce 
przez reszty asparaginowe oligocukrów. Obecność PSA nadaje cząsteczce ładunek 
ujemny. Ładunek ten jest największy na komórkach zarodkowych i stopniowo zmniej
sza się w miarę dojrzewania ustroju i w zależności od rodzaju tkanki [8 , 48]. 
Udowodniono że antygen CD56 (NKH1) znajdujący się na komórkach NK jest 
identyczny z izoformą NCAM o masie cząsteczkowej 140 kD występującą w tkance 
nerwowej [31]. Przy pomocy wiązań krzyżowych i reakcji blokowania w cytometrii 
przepływowej przez wytworzone w różnych ośrodkach (tab. 1 ) przeciwciała mo
noklonalne (mAb) wykazano istnienie co najmniej 3 epitopów antygenu NKH1: 
N K H la  zdefiniowany przez mAb N3 (Leu-19) i N21 (FP2-11.14), N K H lb  przez 
N9 (N901) i N77 (NKH1A) i N K H lc  określony przez mAb N63 (T-199) i N126 
(L185) [52].

MIEJSCA WYSTĘPOWANIA CD56

Tkanki norm alne

Cząsteczka CD56 występuje na komórkach NK i uważana jest za ich antygen 
różnicowania. Stopień ekspresji CD56 na komórkach NK oceniany przy pomocy 
cytometrii przepływowej pozwolił na ich podział na komórki o wysokiej (CD56lllgh) 
i o niskiej (CD56low) ekspresji. Te ostatnie są w zdecydowanej większości we 
krwi obwodowej [15]. Odsetek CD56hlgh wykazuje wyraźny spadek u ludzi w 
podeszłym wieku [25]. CD56 występuje jednak także na małym odsetku limfocytów 
T, CD4+ i CD 8 +. Limfocyty T hodowane in vitro w obecności czynników sty
mulujących nabywają ekspresję CD56, co wiąże się z ich przekształceniem w komórki 
LAK (lymphokine activated killers) [47].
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CD56 występuje obficie w ośrodkowyn i obwodowym układzie nerwowym, na 
neuronach różnych części mózgowia, komórkach glejowych, pniach nerwów, a 
także na złączach nerwowo-mięśniowych. Stwierdzono jego obecność także na włók
nach mięśniowych zwłaszcza odnerwionych i regenerujących, a także na mięś
niowych komórkach satelitarnych [13, 22]. CD56 wykryto także w strukturach i 
gruczołach wydzielania wewnętrznego, a zwłaszcza neuroendokrynowych. Izoformę 
140 kD NCAM wykazano na komórkach części gruczołowej przysadki mózgowej, 
części rdzennej nadnercza, komórkach endokrynowych jajnika i komórkach wysp 
Langerhansa szczura [27, 36]. W materiale ludzkim CD56 występuje na komórkach 
nabłonka gruczołowego tarczycy [35, 55, 57], a także na komórkach C tarczycy, 
części rdzennej nadnerczy [23], na komórkach części gruczołowej ludzkich nadnerczy 
i przysadki mózgowej [60]. Natomiast w przytarczycach wykryto m RNA dla NCAM, 
ale nie udało się wykazać odpowiedniego białka na komórkach [23].

Tkanki pato logiczne

CD56 występuje na powierzchni wielu komórek nowotworowych, zwłaszcza 
nowotworów, ale nie tylko, wywodzących się z układu krwiotwórczego. Jest obecny 
na komórkach wielu białaczek i chłoniaków nieziarniczych, wywodzących się z 
komórek NK, limfocytów T, a także komórek linii mieloidalnej [21, 33]. Często 
występuje na komórkach szpiczaka mnogiego, czerniaka, mięsaka Ewinga, a także 
mięsaka z mięśni poprzecznie prążkowanych (rhcibdomyosarcoma) [12, 14, 37, 
42]. Jest niemal zawsze obecny w guzach pochodzenia nerwowego, takich jak: 
neuroblastoma, medulloblastoma czy astrocytoma [14, 50]. Występuje jednak także 
na komórkach niektórych raków, zwłaszcza raka drobnokomórkowego płuca, a także 
raka sutka [6,41,51 ]. Wykrywalność CD56 w utkaniu nowotworów znacznie wzrosła 
po wytworzeniu przeciwciał monoklonalnych reagujących ze skrawkami utrwa
lonymi rutynowo i zatopionymi w parafinie jak np. mAb 123C3 [24, 51].

FUNKCJE BIOLOGICZNE CD56

Zgodnie z nazwą (NCAM) jest to komórkowa cząsteczka adhezyjna, ale dokładne 
dane odnośnie funkcji CD56, zwłaszcza w różnych lokalizacjach, pozostają nieznane. 
Jej ekspresja na błonie komórkowej umożliwia interakcje z innymi komórkami. 
Uważa się, że jest to homofilna cząsteczka adhezyjna, co oznacza, że oddziaływania 
międzykomórkowe mogą mieć miejsce, jeżeli obie komórki mają ją  na swej po
wierzchni [8 ]. Okazało się jednak, że możliwe są także interakcje heterofilne CD56 
(p. dalej). Panuje powszechne przekonanie, że interakcje mediowane przez 
CD56/NCAM są niezależne od jonów wapnia. Jednak przeciwciała anty NCAM 
blokują agregację komórek Ca++-zależną [49]. Uważa się powszechnie, że rola 
NCAM  jest istotna w morfogenezie układu nerwowego. Przeciwciała przeciwko
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NCAM hamują normalny wzrost i przebieg pączkującego nerwu [54]. Rola CD56 
w rozwoju układu nerwowego jest jednak kwestionowana, ponieważ kontrola wzrostu 
i kierunku aksonów wymaga precyzyjnych i ściśle określonych etapów ekspresji 
[54]. Ponadto wykazano, że proliferacja komórek wykazujących ekspresję NCAM 
ulega zahamowaniu po dodaniu wolnej NCAM [26]. Właściwości adhezyjne czą
steczki NCAM wydają się być hamowane przez otoczkę PSA, ponieważ usunięcie 
PSA wzmaga zdolność NCAM do adhezji. Z drugiej strony usunięcie PSA z czą
steczki CD56 drastycznie redukuje jej zdolność stymulacji wzrostu aksonów [10]. 
Istnieją przypuszczenia, że NCAM warunkuje interakcje synaptyczne związane z 
takimi czynnościami mózgowia, jak uczenie się i pamięć [ 1 1 ].

W odniesieniu do innego występowania CD56/NCAM niż w układzie nerwowym 
nasza wiedza odnośnie funkcji tej molekuły jest jeszcze bardziej skąpa. Początkowo 
uważano, że CD56 na komórkach NK ma istotne znaczenie w ich interakcjach 
z komórkami docelowymi i naturalnej cytotoksyczności [38]. Nie potwierdzili tego 
inni autorzy [28]. Ostatnio jednak wykazano, że ekspresja CD56 na limfocytach 
T CD 8 + wykazuje ścisłą współzależność z ich funkcją cytolityczną [40, 43].

Podważono również homofilność interakcji CD56. Wykazano bowiem, że ho
dowane ludzkie tymocyty pozbawione klasycznych cząsteczek adhezyjnych, takich 
jak: CD2 czy C D lla /C D 18, zdolne są do adhezji do komórek śródbłonka z żyły 
pępowinowej. Adhezja ta była zależna od CD56, pomimo braku tej molekuły na 
komórkach śródbłonkowych [45], co przemawia za heterofilnym oddziaływaniem 
obu rodzajów komórek. Następną ważną reakcją heterofilną było stwierdzenie udziału 
CD56, obok innych molekuł adhezyjnych, w adhezji ustalonych linii komórek no
wotworowych do komórek śródbłonka. Jest to proces niezależny od obecności jonów 
Ca++ ani od obecności PSA na komórce [56]. Może to mieć istotne znaczenie 
w wyjaśnieniu miejscowej progresji nowotworu. Ligandem dla NCAM na komórkach 
śródbłonka może być siarczan heparanu, gdyż istnieją doniesienia o wiązaniu tego 
związku przez NCAM [7].

W odniesieniu do ekspresji CD56 na komórkach nabłonkowych tarczycy zwracała 
uwagę zależność między wysoką ekspresją a stanem nadczynności gruczołu i vice 
versa [58, 59]. Można jedynie domniemywać, że cząsteczka ta w jakiś sposób 
uczestniczy w produkcji i/lub sekrecji hormonu. Są to tylko przypuszczenia, wy
magające dalszych badań. Warto tu jednak dodać, że istnieją dane wskazujące 
na rolę regulacyjną hormonów tarczycy na ekspresję NCAM, stwierdzoną jak dotąd 
u płazów i gryzoni [34, 53].

UŻYTECZNOŚĆ OZNACZEŃ CD56 W MEDYCYNIE

Oznaczanie ekspresji CD56 na komórkach nowotworowych przy pomocy cy- 
tometrii przepływowej okazało się użyteczne zarówno w diagnostyce, jak i w kla
syfikacji wielu nowotworów układu krwiotwórczego, takich jak: białaczki/chłoniaki
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z komórek NK i komórek T [21], szpiczak mnogi, niektóre białaczki z linii mie- 
loidalnej [12, 33, 48] i inne.

W białaczkach/chłoniakach z komórek NK (LGL) oznaczanie CD56 ma znaczenie 
diagnostyczne i prognostyczne. W nowotworach z komórek T stwierdzenie ekspresji 
tej molekuły na komórkach guza znacznie pogarsza rokowanie. Natomiast nie stwier
dzono tej zależności na dużym materiale w odniesieniu do niedrobnokomórkowego 
raka płuca [17].

Wykazano natomiast, że w raku płuca o wysokiej złośliwości (high grade) wy
stępuje głównie NCAM związana z kwasem polisialowym (NCAM-PSA), co ma 
świadczyć o niskim stopniu zróżnicowania nowotworu i niekorzystnym przebiegu 
klinicznym [32]. W szpiczaku mnogim (myeloma multiplex) obecność CD56 jest 
znamienna dla rozpoznania. Ponadto stwierdzenie wysokiego stężenia postaci wolnej 
w surowicy krwi pozwala odróżnić szpiczaka od innych paraproteinemii [39].

Ze względu na sekwencyjne pojawianie się izoform NCAM na komórkach w 
rozwoju, w tym także nowotworowych, niektórzy autorzy jak np. Zocchi [56] uważają, 
że należy tę cząsteczkę traktować jako antygen płodowo-nowotworowy lub jako 
marker wzrostu i różnicowania guza.

Ponadto, oznaczanie CD56 jako markera komórek NK na komórkach krwi ob
wodowej może być użyteczne w diagnostyce niedoborów immunologicznych, za
równo pierwotnych jak i wtórnych.
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DETEKCJA I TRANSDUKCJA SYGNAŁU  
W REAKCJACH ODPORNOŚCIOW YCH ROŚLIN. 

I. ROZPOZNANIE I W CZESNE ETAPY  
TRANSDUKCJI SYGNAŁU

S IG N A L  D E T E C T IO N  A N D  T R A N S D U C T IO N  IN V O L V E D  
IN P L A N T  D IS E A S E  R E S IS T A N C E . 

I. R E C O G N IT IO N  A N D  E A R L Y  S IG N A L  T R A N S D U C T IO N  
P A T H W A Y S

Szczepan JÓZEFOWSKI

Zakład Fizjologii i Biologii Rozwoju Roślin, Instytut Biologii Molekularnej UJ,
Kraków

Streszczenie: Mechanizmy odpornościowe roślin wyższych cechuje duża różnorodność. Następstwem 
kontaktu z patogenem bywa produkcja reaktywnych form tlenu, modyfikacja ścian komórkowych, 
lokalne obumieranie komórek o cechach apoptozy, produkcja fitoaleksyn i białek towarzyszących 
patogenezie (PR). Elicytory są związkami bezpośrednio odpowiedzialnymi za indukcję reakcji odporno
ściowych roślin. Wśród elicytorów produkowanych przez mikroorganizmy można wyróżnić elicytory 
specyficzne dla konkretnego szczepu patogenu oraz te występujące powszechnie u wielu patogenów. Po 
związaniu do receptorów, elicytory inicjują w komórkach roślinnych liczne, wciąż słabo poznane szlaki 
transdukcji sygnału. W części pierwszej omówiono mechanizmy rozpoznania i niektóre aspekty trans
dukcji sygnału wczesnych, niezależnych od transkrypcji genów reakcji obronnych roślin, na tle mecha
nizmów funkcjonujących u innych organizmów.
(Postępy Biologii Komórki 2000; 21: 609-621)

Słowa kluczowe: reakcje odpornościowe, rośliny, transdukcja sygnału, wybuch tlenowy, SAR, HR

Summary: Plants use diverse mechanisms to defend themselves from pathogens that include the 
generation of reactive oxygen species, cell wall modifications, localized ceils death, production of 
phytoalexins and pathogenesis-related proteins (PR). Specific compounds released during host-pathogen 
interaction which are directly responsible for triggering of defense responses, are called elicitors. They 
may be either race-specific or shared by several different pathogens. In the case of race-specific 
recognition, plant disease resistance (R) genes confer an ability to resist infection by pathogens expressing
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specific corresponding avirulence {Avr) genes. Multiple, still poorly-defined, signaling pathways are set 
in motion by R gene products. In the first part of this review the current state of knowledge concerning 
recognition mechanisms and early signal transduction pathways in plant defense against infection is 
presented, and discussed in the context of signal transduction mechanisms functioning in other organisms. 
(.Advances in Cell Biology 2000; 27: 609-621)

Key words: defense responses, plants, signal transduction, respiratory burst, SAR, HR

I. FIZJOLOGIA REAKCJI ODPORNOŚCIOWYCH ROŚLIN

Jedno z głównych zagrożeń dia roślin stanowią infekcje wywołane przez pa
sożytnicze gatunki grzybów, bakterii, wirusów i nicieni. Wytwarzane przez rośliny 
bariery fizyczne (ściana komórkowa) i biochemiczne (substancje mikrobójcze) chro
nią je skutecznie przed większością potencjalnych patogenów.

Substancje mikrobójcze. Substancjami mikrobójczymi syntetyzowanymi przez 
rośliny pod wpływem infekcji są reaktywne formy tlenu (ang. Reactive Oxygen 
Interm ediates), fitoaleksyny, antybiotyki peptydowe (defenzyny, tioniny, białka 
transferu lipidów, białka inaktywujące rybosomy) i białka związane z patogenezą 
(ang. Pathogenesis-Related proteins, PR). Grupa fitoaleksyn obejmuje kilkaset 
związków, pod względem chemicznym będących, między innymi, fenolami, ter- 
penoidami, poliacetylenami, pochodnymi kwasów tłuszczowych. Kwas salicylowy 
oraz fitoaleksyny kumarynowe roślin z rodziny baldaszkowatych i fitoaleksyny 
izoflawonowe roślin motylkowatych są produktami szlaku fenylopropanoidów. Jego 
pierwszym etapem jest przekształcenie fenyloalaniny w kwas mans-cynamonowy, 
katalizowane przez amoniakoliazę fenyloalaninową (PAL) [6,14,23,60] (rys. 1).

Do tej pory zidentyfikowano kilkanaście grup białek PR, w większości których 
występują zarówno białka kwaśne, jak i zasadowe. Białka PR-3 (chitynazy) i PR-2 
((3-1,3-glukanazy) mają zdolność hydrolizowania głównych składników ścian ko
mórkowych grzybów. Wśród zasadowych białek PR, indukowanych w następstwie 
zranienia towarzyszącego atakowi roślinożernych zwierząt, występują inhibitory 
proteaz. Funkcja wielu innych białek PR pozostaje słabo poznana. Kwaśne białka 
PR najczęściej gromadzone są w zewnątrzkomórkowym matriks, natomiast zasadowe 
białka PR akumulowane są głównie w wakuolach, w tym konstytutywnie w ko
mórkach korzeni [40,43].

Reakcje nadwrażliwości i systemowa odporność nabyta. Zjawiskami chara
kterystycznymi dla odporności roślin są tzw. reakcja nadwrażliwości (ang. H y
persensitive Response , HR) i systemowa odporność nabyta (ang. Systemie Acquired  
Resistance, SAR). Reakcja nadwrażliwości prowadzi do samobójczej śmierci ko
mórek kontaktujących się z patogenem, co sprzyja ograniczeniu rozprzestrzeniania 
się infekcji. Następstwem pierwszego kontaktu z patogenem wywołującym HR jest 
często rozwój SAR, która obejmuje całą roślinę i zapewnia jej długotrwałą oporność
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S z l a k

s z y k im ia n u

Fenyloalanina

FITOALEKSYNY I20FLAW0N0WE
(gliceolina I, fazeolina, medikarpina)

FLAWONOIDY

LIGNINY

P A L

Cynamonian

Kwas kawowy

• 4-kumarynian— 4-kumarylo-CoA

((3-oksydacja)
\

Cynamonylo*CoA
Benzoaldehyd umbelliferon

o-CoA d
Kwas benzoesowy

KWAS SALICYLOWY

FITOALEKSYNY KUMARYNOWE
(psoralen, ksantotoksyna, bergapten)

RYSUNEK 1. Schemat metabolizmu fenylopropanoidów, zaznaczono miejsca działania niektórych 
enzymów: 1 -  4-hydroksylaza cynamonianu, 2 -  ligaza 4-kumarynian:CoA, 3 -  syntaza chalkonowa, 4 
-  prenylotransferaza

na szerokie spektrum patogenów. Rozwój SAR związany jest z akumulacją kwasu 
salicylowego, fitoaleksyn i kwaśnych białek PR. Stwierdzono na przykład istnienie 
korelacji pomiędzy czasem i stopniem akumulacji mRNA dla białek PR, a czasem 
i nasileniem SAR. Rozwojowi SAR towarzyszy ponadto wzrost poziomu peroksydaz 
i gromadzenie w ścianie komórkowej glikoprotein bogatych w hydroksyprolinę 
(ang. Hyclroxyproline-Rich Celi Wall Glycoproteins, HRGPs). Istota tego zjawiska 
nie jest jednak jeszcze w pełni wyjaśniona [5,22,52].
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Hormony stresowe. Kwas jasmonowy i jego pochodne (jasmoniany) syntety
zowane są z kwasu linolenowego w szlaku inicjowanym przez lipoksygenazę. Fi- 
tohormon ten warunkuje produkcję inhibitorów proteaz, antybiotyków peptydowych 
i zasadowych białek PR. U wielu gatunków roślin jasmoniany stymulują także 
syntezę fitoaleksyn. Z kolei kwas salicylowy indukuje produkcję kwaśnych białek 
PR. Jednocześnie jasmoniany i kwas salicylowy hamują produkcję, odpowiednio, 
kwaśnych i zasadowych białek PR. Jednym z ważnych mechanizmów antagoni- 
stycznego działania obu fitohormonów jest hamujący wpływ kwasu salicylowego 
na syntezę jasmonianów [19,38,40,53]. Od tej reguły istnieją jednak wyjątki 
[30,38,48].

Etylen i kwas jasmonowy współdziałają synergistycznie w indukcji reakcji ob
ronnych na zranienie. Ponadto, fitohormony te wzajemnie stymulują swoją bio
syntezę. Okazało się jednak, że przy wysokim poziomie cytokinin, kwas salicylowy 
staje się mediatorem sygnału generowanego w wyniku zranienia liści tytoniu 
[19,38,48,53,57]. Aktywacja genu PDF1.2, który koduje jedną z defenzyn Ara- 
bidopsis thaliana (rzodkiewnika pospolitego), wymaga równoczesnej aktywacji szla
ków związanych z etylenem i kwasem jasmonowym [47]. Szlaki kontrolowane 
wspólnie przez kwas jasmonowy i etylen odgrywają też kluczową rolę w reakcjach 
odpornościowych Arabidopsis na Erwinia carotovora. Enzymy tego patogenu sty
mulują ponadto odpowiedzi ściśle zależne od kwasu jasmonowego, a hamowane 
przez kwas salicylowy i etylen [41].

W tytoniu, ogórku i rzodkiewniku akumulacja kwasu salicylowego jest zarówno 
konieczna, jak i wystarczająca do indukcji SAR, podczas gdy tkanki innych roślin, 
takich jak ziemniak i ryż, zawierają konstytutywnie wysoki poziom kwasu sali
cylowego [19,52]. Preinkubacja komórek pietruszki z kwasem salicylowym lub 
jego funkcjonalnymi analogami („induktorami SAR”) nasila wczesną fazę wybuchu 
tlenowego (ang. respiratory burst), sekrecję związków fenolowych ściany komór
kowej i fitoaleksyn kumarynowych, na skutek indukcji niektórych enzymów szlaku 
fenylopropanoidowego [32,62]. Ostatnie badania z użyciem fizjologicznych stężeń 
kwasu salicylowego podważają przypisywaną mu wcześniej rolę niezależnego od 
patogenu induktora HR i SAR. Kwas salicylowy wydaje się raczej działać we 
wczesnych fazach indukcji HR, proksymalnie w stosunku do H20 2, zwiększając 
kompetencję do odpowiedzi (uwrażliwiając) na sygnał pochodzący od patogenu 
[31,59]. Poprzez zahamowanie aktywności katalazy i peroksydazy askorbinianowej 
(ale nie peroksydaz guajakolowych, GPX), wzrost poziomu salicylanów prowadzi 
do akumulacji H 20 2. W tych warunkach H 20 2 uczestniczy w katalizowanej przez 
GPX reakcji z kwasem salicylowym, której produktami są wolne rodniki kwasu 
salicylowego (SA ) i anion ponadtlenkowy ( 0 9-)  -  induktory peroksydacji lipidów. 
Produkty wymienionych reakcji ( 0 2-  i peroksydy lipidów) mają zdolność indu
kowania procesów związanych z SAR [4,32] (rys. 2). W indukcji odporności istotny 
może być wpływ kwasu salicylowego na funkcje mitochondriów (zahamowanie
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RYSUNEK 2. Częściowo hipotetyczny model transdukcji sygnału z receptorów dla pospolitych elicyto- 
rów w komórkach roślinnych, dla przejrzystości pominięto niektóre szlaki i interakcje: Ca/CM-PKs -  
kinazy białkowe regulowane przez kompleks wapnia z kalmoduliną, FA-P -  nadtlenki kwasów tłuszczo
wych, TGA, NIM/NPR, SNI1 -  czynniki transkrypcyjne (patrz część II artykułu); pozostałe objaśnienia 
w tekście, schemat skompilowano na podstawie danych z artykułów cytowanych w literaturze

fosforylacji oksydacyjnej i indukcja oksydazy alternatywnej). Inhibitory oddychania 
indukują odporność na wirus TMV (mozaiki tytoniowej) w roślinach tytoniu i przy
wracają odporność roślinom nahG  (niezdolnym do akumulacji kwasu salicylowego 
na skutek transformowania bakteryjnym genem hydroksylazy salicylanu) [6 6 ].

n . ROZPOZNANIE

Pospolite elicytory. Związki uwalniane w trakcie interakcji z potencjalnym 
patogenem, bezpośrednio odpowiedzialne za indukcję lub stymulację reakcji od
pornościowych w roślinach, nazwano elicytorami (ang. elicitors). Tylko w niektórych 
przypadkach zidentyfikowano aktywne biologicznie składniki nieoczyszczonych 
preparatów elicytorowych. Pod względem chemicznym są nimi złożone węglo
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wodany ścian komórkowych grzybów ((3-glukany, chityna) i roślin, enzymy mi
kroorganizmów, polipeptydy (elicytyny rodzaju Phytophthora, bakteryjna harpina) 
i glikolipidy [15,34].

Rolę endogennych elicytorów spełniają oligogalaktouroniany, uwalniane przez 
enzymy patogenów ze ścian komórek roślinnych. Oligogalaktouroniany funkcjonują 
ponadto jako hormony, które wyzwalają reakcje obronne w roślinie po uwolnieniu 
przez endogenną poligalaktouronazę. Enzym ten indukowany jest pod wpływem 
zranienia lub kontaktu z patogenem [8,15]. Oprócz tego, aktywność elicytorów 
wykazują monomery kutyny i powierzchniowe woski [2 1 ].

Charakterystyka receptorów dla pospolitych elicytorów nie posunęła się do tej 
pory poza określenie masy cząsteczkowej białek wiążących. Wiązanie elicytorów 
do tych białek zachodzi z charakterystycznym dla wiązania receptorowego dużym 
powinowactwem. W niektórych przypadkach, np. dla receptora Pepl3  (aktywny 
biologicznie fragment glikoproteiny z Pseudomonas megasperma f  sp. glycinea) 
w komórkach pietruszki i dla receptora [3-glukanu w komórkach soi, wykazano 
ponadto ilościową i strukturalną korelację między wiązaniem ligandów do receptora 
a stymulacją reakcji obronnych [12,15,42].

Rozpoznanie rasowo-specyflcznych elicytorów. Większa specyficzność cechuje 
system rozpoznawczy „komplementarnych genów” (ang. „gene-for-gene” recog- 
nition system). W tym wypadku wystąpienie HR, a następnie SAR, uwarunkowane 
jest interakcją pomiędzy produktami genów odporności (ang. Resistance gene, R) 
gospodarza i genów awirulencji (Avr) patogenu. Odporność (interakcja niekom
patybilna) występuje wtedy, gdy roślina mająca nierecesywny allel genu R wchodzi 
w interakcję ze szczepem/izolatem patogenu mającym konkretny gen Avr. Gdy 
warunek ten nie jest spełniony, tzn. gdy którykolwiek allel tej pary genów jest 
recesywny, ma miejsce interakcja kompatybilna, czyli podatność na rozwój infekcji. 
Gdy dana roślina jest nosicielem wielu genów R , choroba rozwija się zwykle tylko 
wówczas, gdy wszystkie odpowiadające im geny Avr patogenu sąrecesywne [5,13].

III. WCZESNE ETAPY TRANSDUKCI SYGNAŁU

Bezpośrednim następstwem rozpoznania patogenu/elicytora przez komórkę ro
ślinną są gwałtowne reakcje zachodzące głównie na peryferiach komórki i nie wy
magające ekspresji genów. Są to depolaryzacja błon, przepływ jonów w poprzek 
błony (wypływ K+ i CF, napływ H+ i Ca2+) oraz wybuch tlenowy. Podłożem 
tych procesów są zmiany aktywności enzymów błonowych, takich jak: Ca“+-ATPaza, 
H+-ATPaza i oksydaza NADPH, oraz otwarcie kanałów jonowych. Mniej więcej 
w tym samym czasie występują przejściowe zmiany ufosforylowania białek i uwa
runkowana nimi aktywacja genów [9,26,42,51,54].
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Białka G. W ostatnim czasie pojawiły się liczne doniesienia wskazujące na 
udział heterotrimerycznych białek G we wczesnych etapach transdukcji sygnału 
u roślin, także w odpowiedzi na elicytory. U roślin zidentyfikowano geny kodujące 
podjednostki białek G [63]. W komórkach pomidora zależne od potencjału kanały 
Ca“ otwierane były zarówno przez aktywatory białek G, jak i przez rekombinacyjne 
białko T G a l ,  homologiczne do podjednostki cc białek G [2]. Wpływ elicytorów 
na aktywację kanałów Cl-  i K+ w komórkach świerka imitował peptydowy aktywator 
białek G -  mastoporan. Także wpływ elicytorów na transkrypcję genów blokują 
inhibitory, a naśladują aktywatory białek G. Stymulowana przez czynniki Nod z 
Rhizobium  transkrypcja w epidermie korzeni lucerny blokowana była ponadto przez 
antagonistów Ca2+ i fosfolipazy C [2,26,49]. Rośliny tytoniu transformowane genem 
aktywatora białek G - toksyny cholery, wykazywały zwiększoną odporność na in
fekcję, a w ich tkankach stwierdzono akumulację dużej ilości kwasu salicylowego 
i konstytutywną ekspresję białek PR [7]. Mechanizm aktywacji białek G pod wpły
wem elicytorów pozostaje zagadką - nie wykryto u roślin receptorów serpentynowych, 
które współdziałają z białkami G u zwierząt i drożdży.

Nadrodzina małych GTPaz Ras (u zwierząt zaangażowanych w transdukcję syg
nału z receptorowych kinaz tyrozynowych) ograniczona jest u roślin tylko do jednej 
rodziny białek podobnych Rac, która u A. thaliana obejmuje co najmniej 10 różnych 
genów [44,64]. Rośliny tytoniu transformowane genem rgpl, kodującym białko 
typu Ras, produkują nietypowo dużo kwasu salicylowego w odpowiedzi na zranienie, 
co związane jest ze zwiększoną syntezą kwaśnych białek PR i dużą odpornością 
na infekcję [53]. Kinazami receptorowymi są prawdopodobnie produkty niektórych 
genów R, jednakże, w przeciwieństwie do zwierzęcych, zawierają one domenę 
kinazy serynowo-treoninowej.

Wapń jako wtórny przekaźnik. Wapń reguluje wiele funkcji komórek zwie
rzęcych - w dużym stopniu poprzez wpływ na aktywność kinaz białkowych C 
(PKC) oraz kinaz zależnych od kalmoduliny. U roślin ich rolę wydaje się pełnić 
specyficzna dla roślin rodzina kinaz białkowych regulowanych bezpośrednio przez 
Ca“ (ang. Calcium-DependentProteinKinases, CDPKs). Kinazy CDPKs hamowane 
są przez niespecyficzne inhibitory kinaz białkowych, przez antagonistów kalmo
duliny, a także przez inhibitor PKC -  kalfostynę C [28,36]. Inhibitory należące 
do tych kategorii (inhibitory kalmoduliny i staurosporyna) lub usunięcie zewną- 
trzkomórkowego Ca“ przeciwdziałają wybuchowi tlenowemu w bulwach ziemnia
ków [46]. Staurosporyna blokuje również wszystkie znane odpowiedzi komórek 
tytoniu na kryptogeinę [35]. Inną, regulowaną przez Ca2+ i specyficznie roślinną 
rodzinę kinaz serynowo-treoninowych reprezentują zidentyfikowane ostatnio u rzod- 
kiewnika kinazy regulowane przez białka wiążące wapń typu kalcyneuryny B (ang: 
calcineurin B-like Ca2+ binding protein, CBL). W roślinach CBL podlegają se
lektywnej regulacji pod wpływem różnorodnych stresorów, w tym zranienia [58].
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Większość reakcji odpornościowych komórek roślinnych uwarunkowanych jest 
napływem Ca2+. O specyficznej aktywacji poszczególnych szlaków mogą decydować 
różnice parametrów oscylacji wewnątrzkomórkowego poziomu Ca“+ ([Ca~+]c) [16]. 
Wzrost [Ca2+]c odpowiada za indukuje syntazy [3-1,4-glukanowej, syntetyzującej 
kalozę. Usunięcie z medium Ca2+ znosiło stymulowany przez oligogalaktouroniany 
wypływ K+ z hodowanych w zawiesinie komórek tytoniu [15]. Także transkrypcję 
i aktywację amoniakoliazy fenyloalaninowej, wy wołaną przez oligogalaktouroniany 
w protoplastach marchwi, hamowały inhibitory kanałów Ca2+ i kalmoduliny. Ponadto 
inhibitory kalmoduliny przeciwdziałały depolaryzacji błony i zakwaszeniu cyto
plazmy [39]. W komórkach soi elicytory indukują zależną od Ca2+ ekspresję izoform 
kalmoduliny specyficznie związanych z reakcjami odpornościowymi. Konstytutywna 
ekspresja tych izoform w roślinach tytoniu prowadziła do spontanicznej HR i nie
zależnej od kwasu salicylowego ekspresji genów charakterystycznych dla SAR [27]. 
W efektach tych mogłyby pośredniczyć kinazy typu CCaM K (ang.: chimeric 
Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase), która oprócz domeny wiążącej kom
pleks Ca2+ z kalmoduliną, zawiera domenę regulowaną bezpośrednio przez Ca2+ 
[61].

Reaktywne formy tlenu i azotu. W niektórych układach, np. w hodowli komórek 
soi lub fasoli, wybuch tlenowy stanowi natychmiastową odpowiedź na kontakt z 
patogenem, podczas gdy w innych, np. w hodowli komórek róży, występuje 
opóźnienie, trwające minuty, a nawet godziny. Fakt ten tłumaczy się odmiennymi 
mechanizmami tworzenia H 2 0 2. Sugeruje się, że w komórkach róży H 2 0 2  pro
dukowany jest w następstwie aktywacji kompleksu błonowej oksydazy NADPH 
(analogicznie jak w leukocytach ssaków), podczas gdy w komórkach fasoli źródłem 
H 2 0 2  są bezpośrednio peroksydazy ściany komórkowej [10,11,65]. U roślin wykryto 
białka homologiczne do składowych kompleksu oksydazy NADPH ssaków [67]. 
Gen rbohA (od ang. respiratory burst oxidase homolog Arabidopsis) koduje białko 
homologiczne do apoproteiny leukocytamej podjednostki gp91phox. W przeciw
ieństwie do gp91phox, w rbohA występuje jednak dodatkowo duża N-końcowa do
mena podobna do ludzkiego pierwszego białka aktywującego RanGTPazę i 
zawierająca dwa motywy EF-hand. Istnieje więc potencjalna możliwość bezpo
średniej regulacji roślinnej oksydazy przez Ca“+ i białka G [33]. Ponadto wapń 
może wzmagać natężenie wybuchu tlenowego poprzez zwiększenie podaży NADPH, 
w wyniku aktywacji regulowanej przez kalmodulinę kinazy NAD [25].

Wybuch tlenowy w komórkach pomidorów hamowany był przez staurosporynę, 
antagonistów kalmoduliny i przez chelator wapnia, natomiast bez wpływu były 
farmakologiczne manipulacje aktywnością PKC. Podobnie jak PKC, także fosfo
lipaza D jest aktywatorem wybuchu tlenowego w leukocytach, lecz raczej nie w 
komórkach roślinnych. Ani cykliczny AMP, ani fosforany inozytoli prawdopodobnie 
nie są zaangażowane w transdukcję sygnału elicytora glukanowego, natomiast w 
inicjacji wybuchu tlenowego w komórkach soi wydają się uczestniczyć białka G
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i fosfolipaza C. Inhibitory fosfolipazy A 0  hamowały wybuch tlenowy towarzyszący 
interakcji Cf9/avr9 w komórkach pomidorów [15,37,55,56,67].

Rodniki tlenowe tworzone w trakcie wybuchu tlenowego -  głównie 0 2-, H 2 0 2  

i rodnik hydroksylowy (‘OH) -  oprócz działania mikrobójczego, wywołują kata
lizowane przez peroksydazę krzyżowe wiązanie glikoprotein HRGPs w ścianie ko
mórkowej. Związane są również z indukcją HR i spełniają rolę przekaźnika, 
aktywującego w sąsiednich komórkach antyoksydacyjne enzymy ochronne, takie 
jak S-transferaza glutationowa [18,29,37].

Wybuch tlenowy w trakcie interakcji niekompatybilnej zachodzi zwykle w dwóch 
etapach. Inicjacja HR zwykle następuje bezpośrednio po drugim, masywniejszym 
wybuchu, który wydaje się niezbędny do wystąpienia HR. Inokulacja liści rzod- 
kiewnika awirulentnym Pseudomonas syringae oprócz HR indukuje także wtórne 
wybuchy tlenowe w grupach komórek oddalonych tkanek, prowadzące do niskiej 
częstotliwości ogólnoustrojowych mikro-HR. Zarówno pierwotny wybuch tlenowy, 
jak i wtórne mikro-wybuchy okazały się także konieczne do indukcji SAR [1,3]. 
Podobnie, wywołana przez zranienie produkcja H 2 0 2  zachodzi zarówno lokalnie, 
jak i w oddalonych liściach. Mediatorami prowadzącymi do produkcji H-,0 2  pod 
wpływem zranienia wydają się być kolejno: systemina, kwas jasmonowy i oligo- 
galaktouroniany [45].

Badania na mutantach hrmA P. syringae pv syringae, które pomimo stymulowania 
normalnej, dwufazowej produkcji rodników tlenowych, nie wywołują HR na liściach 
tytoniu ani też obumierania komórek hodowanych w zawiesinie, podważają jednak 
główną rolę H 9 0 9  w indukcji HR [24]. W przeciwieństwie do komórek pietruszki, 
wybuch tlenowy nie jest również konieczny do zainicjowania produkcji fitoaleksyn 
w komórkach soi, tytoniu i rzodkiewnika [18,38,55].

Tlenek azotu, stymulujący apoptozę w komórkach ssaków, prawdopodobnie 
współuczestniczy w indukcji HR w komórkach roślinnych. W komórkach soi sy- 
nergistyczne działanie NO i H 9 0-> jest niezbędne i wystarczające do aktywacji 
genów obronnych i indukcji HR. Tlenek azotu wiązany jest też z indukcją ekspresji 
amoniakoliazy fenyloalaninowej i białek PR w komórkach tytoniu zainfekowanych 
TMV. Tak jak w organizmach zwierząt, w aktywacji genów pod wpływem NO 
mogłyby pośredniczyć cGMP i cykliczna ADP-ryboza [17,20,55]. Chociaż stwier
dzono u roślin zależną od Ca2+ aktywność enzymatyczną syntazy NO, to nie ustalono 
jeszcze ostatecznie źródła i mechanizmu indukującego produkcję NO w roślinach 
[11,50].
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DETEKCJA I TRANSDUKCJA SYGNAŁU  
W REAKCJACH ODPORNOŚCIOW YCH ROŚLIN. 

II. AKTYW ACJA TRANSKRYPCJI GENÓW

S IG N A L  D E T E C T IO N  A N D  T R A N S D U C T IO N  
IN V O L V E D  IN  P L A N T  D IS E A S E  R E SIST A N C E . 

II. D E F E N S E  G E N E  A C T IV A T IO N

Szczepan JÓZEFOWSKI

Zakład Fizjologii i Biologii Rozwoju Roślin, Instytut Biologii Molekularnej UJ,
Kraków

Streszczenie: Zjawiskami charakterystycznymi dla odporności roślin są tzw. reakcja nadwrażliwości 
(ang. Hypersensitive Response, HR), prowadząca do samobójczej śmierci komórek kontaktujących się 
z patogenem, oraz rozwijająca się często w jej następstwie systemowa odporność nabyta (ang. Systemie 
Acquired Resistance, SAR). Zarówno wystąpienie HR, jak i rozwój SAR uwarunkowane są aktywacją 
transkrypcji genów. Szlaki łączące receptory z ekspresją genów są przedmiotem drugiej części artykułu. 
Między innymi, omówiono strukturę i funkcje produktów genów R, zapewniających roślinom specyfi
czną odporność na niektóre szczepy patogenów.
{Postępy Biologii Komórki 2000; 27: 623-631)

Słowa kluczowe: reakcje odpornościowe, rośliny, transdukcja sygnału, kinazy MAP, SAR, HR

Summary: Both the localized, programmed host cell death, so-called hypersensitive response (HR), and 
the subsequent development of long-lasting, broad-spectrum resistance throughout the plant known as 
systemic acquired resistance (SAR) -  the phenomena characteristic of plant defense response - depend 
on new gene expression. The second part of this review concerns signal transduction pathways that link 
specific receptors with defense gene activation. Among others, the structure and functions of disease 
resistance (R) gene products, which confer on plants an ability to resist infection by pathogens expressing 
specific corresponding avirulence (Avr) genes, are discussed.
{Advances in Cell Biology 2000; 27: 623-631)

Key words: defence responses, plants, signal transduction, MAP kinases, SAR, HR
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I. KASKADY KINAZ BIAŁKOWYCH

W komórkach zwierząt i drożdży kaskady kinaz białkowych aktywowanych przez 
mitogeny (ang. M itogen-Activated Protein Kinases, MAPK) tworzą główne szlaki 
łączące receptory błonowe z ekspresją genów. Kinazy MAP pośredniczą w działaniu 
receptorów serpentynowych (z siedmioma domenami transbłonowymi), recepto
rowych kinaz tyrozynowych oraz zakotwiczonych w błonie kinaz histydynowych. 
Kinazy kinaz MAPK (MEKK, Raf, STE11) -  pierwszy element kaskady -  wchodzą 
w interakcje z małymi GTP-azami Ras, białkami 14-3-3, kinazami typu NIK (NIK, 
Ste20, PAK) i regulatorami odpowiedzi dwustopniowego układu regulacyjnego 
[11,21,32] (rys. 1). U roślin zidentyfikowano liczne geny homologiczne do kinaz 
MAP [19], a w jednej z prac wykazano ponadto interakcje pomiędzy kolejnymi 
składnikami kaskady [12]. Ciągle jednak nie zidentyfikowano ogniw łączących re
ceptory z kinazami MAP, a w wielu przypadkach nie udało się dotychczas określić 
nawet typu receptora odpowiedzialnego za ich aktywację.

Uwarunkowana napływem Ca"+ i fosforylacją białek aktywacja kinazy zasa
dowego białka mieliny (substrat kinaz MAP) w komórkach tytoniu traktowanych 
elicytorem uzyskanym z Phytophthora infestans hamowana jest przez te same in
hibitory co ekspresja genów [29]. Późniejsze badania na tym samym gatunku wy
kazały, że w odpowiedzi na szereg elicytorów, a także zranienie, w ciągu kilku 
minut aktywowana jest kinaza SIP (od ang. SA-Induced Protein), być może tożsama 
z opisaną poprzednio kinazą zasadowego białka mieliny. Aktywacja SIPK zachodzi 
równolegle do alkalizacji medium i ekspresji genu amoniakoliazy fenyloalaninowej 
(PAL) lub nieznacznie je poprzedza, zaś jej zablokowanie hamuje oba wydarzenia. 
W komórkach traktowanych elicytyną następuje także późniejsza aktywacja dwóch 
innych kinaz, o masach 44 i 40 kDa. Zdolność do ich aktywacji korelowała ze 
zdolnością danego typu elicytora do wywoływania reakcji nadwrażliwości (HR). 
Kinaza SIP wydaje się więc uczestniczyć w indukcji wczesnych reakcji odporno
ściowych (alkalizacja medium, ekspresja genu amoniakoliazy fenyloalaninowej), 
podczas gdy kinazy 44 i 40 kDa mogą pośredniczyć w HR [34].

W ciągu zaledwie minuty od momentu zranienia następuje w tytoniu ogólnou- 
strojowa aktywacja transkrypcyjna kinazy WIP (od ang. W ound-Induced Protein). 
Kinaza WIP wykazuje znacznąhomologię sekwencji do szczurzej ERK2 [28]. Kinazy 
SIP i WIP reprezentują dwie odrębne podgrupy roślinnych MAPK. Białka typu 
SIPK mają dodatkową N-końcową sekwencję i w przeciwieństwie do kinaz podgrupy 
WIPK nie są indukowane przez bodźce na poziomie mRNA [34]. Aktywacja SIPK, 
ale nie WIPK, następuje pod wpływem kwasu salicylowego i tlenku azotu, dzia
łającego za pośrednictwem kwasu salicylowego. Kwas jasmonowy i etylen nie akty
wują żadnej z tych kinaz [16]. Zidentyfikowano też kinazę kinaz MAP -  SIPKK 
(SIPK kinase) wchodzącą w interakcje z SIPK, ale nie z WIPK [20].
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D w u c z ł o n o w y  u k ł a d

TRANSDUKCJI SYGNAŁU
R e c e p t o r y
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Czynniki transkrypcyjne
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RYSUNEK 1. Szlaki transdukcji sygnału angażujące kaskady kinaz MAP w komórkach Eukaryotci. 
Kinazy MAP aktywowana są przez receptory serpentynowe (np. białka STE2 i STE3 drożdży), recepto
rowe kinazy tyrozynowe (np. receptory EGF i PDGF), regulatory odpowiedzi dwustopniowego układu 
transdukcji sygnału (Ssklp z drożdży, ETR1 z A. thaliana) i receptory z domeną TIR. Aktywacja MAPK 
następuje pod wpływem podwójnej fosforylacji sąsiadujących Tyr i Thr, której dokonują kinazy kinaz 
MAP (MAPKK). Wcześniej MAPKK aktywowane są w następstwie fosforylacji Ser lub Thr, katalizo
wanej przez kinazy MAPKK (MAPKKK): AP -  białka adaptorowe (ang. adaptor protein), zawierające 
domeny SH2 i SH3 (u ssaków: Grb-2, Nck, podjednostka p85 3-kinazy fosfatydyloinozytoli, TRAF), 
GEF -  czynnik wymiany GTP-GDP (np. Ost, Dbl), IL-lAcP - IL-1 receptor Accessory Protein, LO -  
lipoksygenaza, N IK-Nck-InteractingKinase, ? A K - p21-Activated Kinase, Ras -  małe białka G z rodzin 
Ras i Rho nadrodziny Ras, litery oznaczają reszty aminokwasowe: D -  kwasu asparaginowego, H -  
histydyny, S -  seryny, T -  treoniny, Y -  tyrozyny
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Raptowna, post-translacyjna aktywacja kinaz zasadowego białka mieliny o ma
sach 46 i 48 kD w komórkach tytoniu pod wpływem Avr9 zależała od napływu 
Ca2+ i fosforylacji białek. Żadna z tych kinaz nie była związana ze stymulowaną 
przez Avr9 produkcją reaktywnych form tlenu. Kinazy 46 i 48 kDa zidentyfikowano 
immunochemicznie jako, odpowiednio, WIPK i SIPK. Szlaki transdukcji sygnału 
generowanego w następstwie interakcji R-Avr wydają się więc krzyżować na po
ziomie kinaz MAP ze szlakami aktywowanymi przez niespecyficzne elicytory, a 
nawet przez bodźce abiotyczne, takie jak zranienie [23]. W roślinach tytoniu, w 
których specyficzne zablokowano transkrypcję WIPK, zranienie nietypowo wy
woływało akumulację kwasu salicylowego i transkrypcję kwaśnych białek PR. Od
wrotnie, poziom jasmonianów był kilkukrotnie wyższy w roślinach transgenicznych 
z konstytutywnie aktywowaną WIPK [28]. W komórkach ssaków aktywność fo- 
sfolipazy A2, katalizującej etap ograniczający szybkość syntezy eikozanoidów, zna
cznie wzrasta w następstwie fosforylacji przez kinazy MAP. Analogicznie, WIPK 
mogłaby stymulować syntezę jasmonianów fosforylując i aktywując roślinną fo- 
sfolipazę A 2  (rys. 1 ).

II. CZYNNIKI TRANSKRYPCYJNE

Ekspresja genów związanych z odpornością znajduje się pod bezpośrednią kontrolą 
czynników trankrypcyjnych, spośród których część jest specyficzna dla roślin (np. 
białka EREBP i WRKY), podczas gdy inne mają swoje odpowiedniki u zwierząt 
(białka typu bZIP i MYB) [24]. Opisany u soi czynnik transkrypcyjny typu bZIP 
(basie leucine zipper), G/HBF-1, wiąże się do sąsiadujących cis elementów typu 
G-box i H-box w promotorze genu syntazy chalkonowej. Fosforylacja G/HBF-1 
wydaje się stanowić końcowy etap szlaku transdukcji sygnału aktywującego wczesne, 
zależne od transkrypcji odpowiedzi obronne [7].

W rzodkiewniku indukcja ekspresji PR-J przez kwas salicylowy wymaga przy
łączenia do regionu promotorowego białka z rodziny TGA, reprezentującego klasę 
bZIP czynników transkrypcyjnych. Białko NIM1/NPR1 wiąże się zarówno z re
gionem promotorowym PR-1 , jak i z niektórymi przedstawicielami rodziny TGA, 
a interakcja ta wzmaga wiązanie TGA do promotora genu PR-1 [5]. U mutantów 
nprl, mutacja białka S N I1 przywraca zdolność do indukcji ekspresji PR, co sugeruje, 
że niezmutowane białko SNI1 jest negatywnym regulatorem transkrypcji. Indukcja 
ekspresji białek PR przez kwas salicylowy może więc angażować dwa odrębne 
szlaki: prowadzący do inaktywacji SNI1 za pośrednictwem NPR1 i do aktywacji 
pozytywnego czynnika regulacyjnego (prawdopodobnie TGA) -  przez NPR1 uła
twianego [18].
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III. STRUKTURA I FUNKCJE BIAŁEK R

Interpretację molekularną genetycznego zjawiska współzależności komplemen
tarnych genów mógłby stanowić model receptor-ligand, w którym produkt genu 
R jest receptorem, a produkt genu Avr  ligandem. Stwierdzono na przykład korelację 
między powinowactwem różnych mutantów AVR9 do miejsc wiążących w błonach 
komórkowych, a ich zdolnością do wywoływania HR [15]. Do tej pory bezpośrednią 
interakcję R-Avr wykazano jednak tylko w jednym przypadku (Pto-AvrPto). Produkty 
niektórych genów Avr (np. AvrPto) są prawdopodobnie dostarczane przez patogeny 
bezpośrednio do wnętrza komórki roślinnej i dopiero na terenie cytoplazmy wchodzą 
w interakcje z białkami R [31]. Struktura białek z rodziny AvrBs3 sugeruje możliwość 
ich bezpośredniego wpływu na transkrypcję [37].

Na podstawie struktury wyróżnia się pięć klas białek (genów) R (tab.l). Białka 
te zawierają zwykle w C-końcowej części powtórzenia bogate w leucynę (ang. 
Leucine-Rich Repeats, LRR), sekwencje wiązania nukleotydów (NBS), natomiast 
N-końcowy region zawiera motywy suwaka leucynowego (LZ), domenę seryno- 
wo-treoninowej kinazy białkowej albo domenę TIR. Typową dla LRR funkcją jest 
pośredniczenie w interakcjach białko-białko lub wiązanie ligandów [2,14]. Suge
rowano na przykład, że C-końcowy region w Cf-2, wykazujący znaczną homologię 
do Cf-9, mógłby być w obu białkach odpowiedzialny za transdukcję sygnału, podczas 
gdy zmienne, N-końcowe LRR uczestniczyłyby w specyficznym wiązaniu elicytorów 
[6 ]. Sekwencje wiązania nukleotydów występują w ATPazach, białkach G i w 
czynnikach elongacyjnych [26].

Białka kodowane przez geny typów Pto i C f mogłyby łącznie tworzyć dwue- 
lementowy system receptorowy, ekwiwalentny transbłonowej kinazie Xa21 z czwar
tej klasy białek R (tab. 1). Dla funkcji Pto niezbędny jest produkt genu Prf, podczas 
gdy inna kinaza serynowo-treoninowa- Pti 1, jest przez Pto fosfory lowana w procesie 
prowadzącym do HR. Udowodniono bezpośrednie wiązanie avrPto do subdomeny 
katalitycznej Pto. Sama nadekspresja Pto wystarcza do wywołania w pomidorach 
reakcji odpornościowych charakterystycznych dla interakcji Pto-AvrPto: mikrosko
powych ognisk martwicy komórek, akumulacji kwasu salicylowego, zwiększonej 
ekspresji genów, odkładania kalozy i lignifikacji, w połączeniu ze zwiększeniem 
odporności na infekcje [10,30,35]. Także białka kodowane przez geny Pti4/5/6, 
mające cechy typowe dla czynników transkrypcyjnych, wchodzą w fizyczną in
terakcję z Pto. Białka PTI4/5/6 są homologiczne do białek z rodziny EREBP (od 
ang. Ethylene-Responsive Element-Binding Proteins) i tak jak białka EREBP wiążą 
się specyficznie do miejsc promotorowych genów PR. Ekspresja genów PR i EREBP  
ulega specyficznemu nasileniu pod wpływem interakcji Pto-AvrPto [36].

Białka należące do pierwszej klasy białek R, takie jak białko N z tytoniu, L 6  

z lnu oraz Rppl i Rpp5 z rzodkiewnika, zawierają domenę TIR {Toll, IL-J, re-
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TABELA 1. Klasyfikacja genów R

Kla
sa

Charakterystyka Struktura Przykład Komplementarny gen Avr

1 Białka cytoplazmatyczne 
zawierające LRR i NBS

LZ-NBS-LRR
LZ-NBS-LRR
TIR-NBS-LRR

RPS2 (A) 
P rf (P) 
RPP5 (A)

AvrRpt2 (Pseudomonassyringae) 
AvrPto (P. syringae pv. tomato) 
Noco2 (Peronospora parasitica)

II Pto wykazuje homologię 
do kinaz Raf, IRAKi Pelle

kinazaS/T Pto (P) AvrPto (P. syringae pv. tomato)

III Receptor błonowy z dużą 
domeną zewnętrzną, zbu
dowaną głównie z LRR

LRR-TM Cf-9 (P) 
Cf-2 (P)

Avr9 (Cladosporitim fulvum) 
Avr2 (Cladosporium fulvum)

IV Transbłonowy receptor: 
domena zewnętrzna 
z LRR i wewnątrzkomór
kowa domena kinazowa

LRR-TM-
kinazaS/T

Xa21
(ryż)

l(Xanthomonas ozyrae)

V Inaktywuje toksynę 
patogenu

Reduktaza HM1
(kukurydza)

żaden (Cochliobolus carbonum)

A -  Arabidopsis, P -  pomidor, TIR -  region o homologii do Toll-IL-IR, LZ -  sekwencje suwaka 
leucynowego (leucine zipper), kinazaS/T -  domena kinazy serynowo-treoninowej, TM -  a  -helikalna 
domena transbłonowa, LRR -  powtórzenia bogate w leucynę (leucine-rich repeats), NBS -  sekwencje 
wiązania nukleotydów (nucleotide binding sequences).

sistance), występującą ponadto w receptorze interleukiny 1 (IL-1R) i w receptorze 
Toll, odpowiedzialnym za aktywację morfogenu dorsal w zarodkach Drosophila. 
Domeny kinazowe Pto i Xa21 łączy z kolei homologia z kinazami IRAK (ucze
stniczącymi w transdukcji sygnału z IL-1R) i z produktem Pelle (współdziałającym 
z Toll) [2,4,22].

Kinazy IRAK (ang. IL-1 Receptor-Associated Kinases) pośredniczą we wpływie 
IL-1R na indukcję API (Jun/Fos) oraz na aktywację kinaz MAP i czynnika trans- 
krypcyjnego NF-kB. Dimeryczne czynniki transkrypcyjne z domenami Rei, do któ
rych oprócz NF-kB należą też Dorsal i D if z Drosophila, zatrzymywane są w 
cytoplazmie dzięki połączeniu z inhibitorami zawierającymi powtórzenia ankyry- 
nowe (I-kB, Cactus, Relish) [21]. Okazało się, że gen NIM1/NPR1 z A. thaliana 
koduje białko zawierające powtórzenia ankyrynowe, homologiczne do tych wy
stępujących w I-kB i Cactus. Produkt tego genu okazał się niezbędny do aktywacji 
lokalnych mechanizmów obronnych i do rozwoju SAR, a mutacje nprl i nim i 
blokują działanie kwasu salicylowego w tym zakresie [25].

W procesie aktywacji NF-kB, fosforylowany i sprzężony z ubikwityną I-kB 
podlega proteolizie w proteosomach [27]. W tytoniu ekspresja genu tcI7, kodującego 
podjednostkę 3  proteosomów, ulega nasileniu pod wpływem elicytyn, kwasu sali
cylowego lub H 2 0 2. Zahamowanie transkrypcji tc!7 u roślin nahG  skorelowane 
było z niezdolnością do indukcji SAR, co sugeruje udział proteosomów w tym
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procesie [8 ]. Także stymulowany przez induktory SAR rozwój kompetencji do 
produkcji H 2 0 2  w komórkach ogórka hamują specyficzne inhibitory proteosomów. 
Inhibitory tego typu przeciwdziałają także ekspresji chitynazy w komórkach ogórka 
i genów indukowanych przez zranienie w roślinach tytoniu [3,13].

W komórkach rzodkiewnika rodzaj N-końcowej domeny białek R z pierwszej 
klasy determinuje typ transdukcji inicjowanego przez nie sygnału. Funkcja białek 
R z domeną TIR, ale nie tych zawierających LZ, uwarunkowana jest obecnością 
produktu genu E D S l, zawierającego domenę homologiczną do domeny katalitycznej 
lipaz. W transdukcji sygnału z białek R, EDSl prawdopodobnie funkcjonuje pro- 
ksymalnie w stosunku do kwasu salicylowego. Odwrotnie, mutacja genu NDRJ, 
który koduje małe białko z dwiema domenami transbłonowymi, znosi odporność 
zależną od genów R  typu LZ-NBS-LRR, ale nie tych z domeną TIR (tab. 1)[ 1,9].

Ostatnio wykazano, że zarodkowy szlak regulacyjny Drosophila związany z Toll, 
w dorosłym życiu owada warunkuje syntezę peptydów grzybobójczych [17], a w 
leukocytach ssaków receptor podobny do Toll: TLR2 (Toll-like receptor2) odpowiada 
za transbłonową transdukcję sygnału dostarczanego przez lipopolisacharydy ścian 
bakterii Gram-ujemnych [33]. Tak więc mechanizmy obronne wszystkich wyższych 
Eukaryota angażują homologiczne szlaki regulacyjne.
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KW AS ABSCYSYNOW Y -  
PERCEPCJA I TRANSDUKCJA SYGNAŁU

A B S C IS IC  A C ID  -  P E R C E P T IO N  A N D  S IG N A L  T R A N S D U C T IO N

Anna JAKUBOWSKA, Stanisław KOWALCZYK

Zakład Biochemii, Instytut Biologii Ogólnej i Molekularnej,
Uniwersytet Mikołaja Kopernika, Toruń

Streszczenie: Kwas abscysynowy (ABA) uczestniczy w wielu procesach rozwojowych cyklu życiowego 
roślin oraz w ich adaptacji do warunków stresowych środowiska. Doskonałym układem modelowym do 
badania percepcji i transdukcji sygnału ABA są komórki szparkowe. Odpowiedzi komórek szparkowych 
na ABA sugerują, że percepcja ABA może zachodzić zarówno w plazmolemie, jak i w cytoplazmie, 
jednak białka receptorowe nie zostały dotychczas poznane. W ostatnich latach nastąpił znaczny postęp 
w identyfikacji elementów szlaków sygnałowych ABA. W komórkach szparkowych są nimi: Ca~+, 
cytozolowe pH, inozytolo-l,4,5-trisfosforan, cykliczna ADP-ryboza oraz fosforylacja białek. Wysele
kcjonowanie niewrażliwych na ABA mutantów kukurydzy i Arabidopsis thaliana umożliwiło poznanie 
niektórych składników w szlaku sygnałowym odpowiedzialnym za rozwój nasion. W genach induko
wanych przez ABA zidentyfikowano konserwowany motyw sekwencji promotorowej będący elementem 
odpowiedzi na ABA -  ABA-response element (ABRE) funkcjonujący jako element cis w regulacji 
transkrypcji. Sklonowano regulatorowe białka jądrowe specyficznie łączące się z ABRE. Większość z 
nich to czynniki transkrypcyjne z rodziny bZIP.
(Postępy Biologii Komórki 2000; 27: 633-656)

Słowa kluczowe: kwas abscysynowy (ABA), receptor, transdukcja sygnału, ekspresja genów, komórki 
szparkowe

Summary: Abscisic acid (ABA) is involved in many developmental processes throughout the life cycle 
of plants, as well as in plant adaptation to environmental stresses. Guard cells are an excellent system for 
the studying of ABA perception and signal transduction. Studies of the stomatal responses to ABA have 
provided evidence for both the plasma membrane and in cytoplasm ABA perception sites. However, the 
receptor proteins have not been identified as yet. Lately, significant progress has been made in the 
identification of some elements of the ABA signaling pathway in guard cells. So far, Ca_+, cytosolic pH,

*Praca finansowana w ramach grantu KBN nr 6P04C 056 16.
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1,4,5-inositol triphosphate, cyclic ADP-ribose and protein phosphorylation have been identified. Genetic 
studies on ABA-insensitive mutants in maize and Arabidopsis thaliana have also led to identification of 
several components involved in the signaling pathway responsible for regulating of seed development. 
A m-acting ABA response element (ABRE) was identified as the promoter sequence motif conserved 
between several AB A-induced genes. The corresponding nuclear regulator proteins that specifically bind 
to the ABRE have been cloned. Most of them belong to the bZIP protein family of transcription factors. 
(Advances in Cell Biology 2000; 27: 633-656)

Key words: abscisic acid (ABA), receptor, signal transduction, gene expression, guard cells

WSTĘP

Kwas abscysynowy (ABA) zidentyfikowany w latach sześćdziesiątych jako sub
stancja hamująca wzrost jest jednym z pięciu klasycznych fitohormonów uczest
niczących w regulacji wzrostu i rozwoju roślin wyższych. Swoje funkcje biologiczne 
spełnia kontrolując rozwój i kiełkowanie nasion oraz pośrednicząc w adaptacji roślin 
do warunków środowiskowych [27,43,68]. W nasionach ABA reguluje akumulację 
białek zapasowych i lipidów, indukuje stan spoczynkowy nasion i zapobiega ich 
przedwczesnemu dojrzewaniu, a w tkankach wegetatywnych uczestniczy w regulacji 
procesów związanych z odpowiedzią roślin na abiotyczne czynniki stresowe, takie 
jak: susza, zasolenie czy niska temperatura. Biosynteza i metabolizm kwasu abs- 
cysynowego oraz jego efekty fizjologiczne są stosunkowo dobrze poznane, natomiast 
pierwotny mechanizm działania ABA nie jest wyjaśniony i stanowi przedmiot in
tensywnych badań. W ostatniej dekadzie dokonano znacznego postępu, szczególnie 
w zakresie identyfikacji poszczególnych elementów szlaku sygnałowego ABA. Om ó
wienie wyników tych badań można znaleźć w wielu pracach o charakterze prze
glądowym [16,25,27,31,47,58,62,69]. W polskim piśmiennictwie, w nielicznych 
publikacjach na temat molekularnych mechanizmów działania hormonów roślinnych 
stosunkowo mało uwagi poświęca się ABA [6,54,59]. Prezentowana praca, kolejna 
w cyklu poświęconym temu zagadnieniu [48,49,94], stanowi przegląd kluczowych 
dokonań w zakresie poznania percepcji i transdukcji sygnału kwasu abscysynowego.

BIAŁKA WIĄŻĄCE A RECEPTORY ABA

ABA wywołuje w komórkach roślinnych dwa rodzaje odpowiedzi: szybkie zmiany 
w przepuszczalności błon komórkowych związane z aktywnością kanałów jonowych, 
charakterystyczne dla regulacji ruchów szparek [13,65] oraz odpowiedzi odległe 
w czasie, związane ze zmianą ekspresji genów na poziomie transkrypcji [15,68]. 
Obydwa rodzaje odpowiedzi hormonalnej są inicjowane wiązaniem kwasu abs
cysynowego przez receptory. Identyfikacja białka receptorowego dla ABA nie jest 
łatwa, podobnie jak w przypadku innych fitohormonów. Zróżnicowane odpowiedzi 
na hormon są selektywnie indukowane przez różne formy izomeryczne kwasu abs-

http://rcin.org.pl



KWAS A B SC Y S Y N O W Y  - PERCEPCJA 1 TRANSDUKCJA SY G N A ŁU 635

RYSUNEK 1. Formy izomeryczne AB A

cysynowego (rys. 1). Szybkie zmiany w przepuszczalności błon plazmatycznych 
są odpowiedzią głównie na naturalnie występujący enancjomer (+)-ABA, natomiast 
efekty związane z modyfikacją ekspresji genów, np. hamowanie kiełkowania nasion 
czy gromadzenie substancji zapasowych w nasionach, mogą być wywoływane w 
jednakowym stopniu przez (+)-ABA i syntetyczny (-)-ABA [25]. Poszukiwania 
białek wiążących ABA są utrudnione także z innego względu. Kwas abscysynowy, 
podobnie jak kwas indolilo-3-octowy (IAA) i gibereliny (GA), jest słabym kwasem 
(pK = 4,7) i w pH, które sprzyja cofaniu dysocjacji grupy karboksylowej występuje 
w formie elektrycznie obojętnej (ABAH) zdolnej do przenikania przez plazmolemę. 
Sugeruje to możliwość występowania zarówno receptorów błonowych, jak i re
ceptorów zlokalizowanych wewnątrz komórki.

Do badania lokalizacji miejsc(a) wiązania ABA i transdukcji sygnału hormo
nalnego wykorzystuje się powszechnie dwa układy modelowe: aparaty szparkowe, 
najczęściej z liści bobu (Viciafa b a ) i komeliny (Commelina commuais) oraz komórki 
aleuronowe ziaren zbóż. Pierwsze wyniki badań sugerowały zewnątrzkomórkową 
lokalizację miejsc wiążących, ponieważ stwierdzono wysyceniowy charakter wią
zania ABA do frakcji błon plazmatycznych izolowanych z liści V. faba  [37]. 
Rezultaty dalszych poszukiwań potwierdziły wiązanie ABA do zewnętrznej po
wierzchni błony komórkowej [34,38], jednak białek wiążących hormon, jak dotąd, 
nie udało się zidentyfikować.

W ostatnich latach uzyskano nowe dane sugerujące, że ABA może być wiązany 
przez receptory wewnątrzkomórkowe. Allan i wsp. [2] obserwowali zamykanie 
aparatów szparkowych w doświadczeniach, w których metodą mikroiniekcji wpro
wadzano bezpośrednio do cytoplazmy pojedynczych komórek szparkowych foto- 
labilną pochodną estrową ABA, 1 -(2-nitro) fenyloetylo-ABA (2-NPE-ABA). 
Fotolityczne uwolnienie ABA pod wpływem promieniowania UV indukowało za
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mykanie aparatów szparkowych. Obserwacje te potwierdzili Schwartz i wsp. [82], 
natomiast Anderson i wsp. [4] wykazali, że w zastosowanych przez nich warunkach 
doświadczalnych obecność kwasu abscysynowego w cytoplazmie komórek szpar
kowych nie jest wystarczająca do hamowania otwierania szparek C. communis. 
ABA w stężeniu 50-200 p.M, podany bezpośrednio do cytoplazmy komórek za
mkniętych aparatów szparkowych nie zapobiegał ich otwieraniu w odpowiedzi na 
światło. W równoległym doświadczeniu skrawki epidermy z zamkniętymi aparatami 
szparkowymi były inkubowane w tych samych warunkach naświetlania, ale z do
datkiem 10 p.M ABA w pH 8,0, które nie sprzyja przenikaniu hormonu przez 
plazmolemę. Autorzy nie obserwowali otwierania aparatów szparkowych, co ich 
zdaniem stawia pod znakiem zapytania możliwość wiązania ABA w cytoplazmie, 
a tym samym wskazuje na obecność receptora (?) w błonie cytoplazmatycznej. 
Jak pogodzić ze sobą tak sprzeczne rezultaty? Czy mogą one wynikać z różnorodności 
materiału roślinnego wykorzystywanego w badaniach (V. fabci i C. communis) lub 
stosowanych metod i warunków doświadczeń? Niewykluczone, że odmienne wyniki 
odzwierciedlają różnorodność odpowiedzi komórek szparkowych na ABA. Kwas 
abscysynowy może bowiem wpływać na transport jonów w tych komórkach poprzez: 
hamowanie kanałów transportujących K+ do komórki, aktywację kanałów trans
portujących K+ z komórki, otwieranie kanałów wapniowych, a także depolaryzację 
błony [12]. Ponadto, należy pamiętać, że indukcja zamykania i hamowanie otwierania 
aparatów szparkowych są odrębnymi procesami [ 1 2 ] i nie można wykluczyć, że 
każdy z nich jest inicjowany związaniem hormonu w innym przedziale komórkowym.

Jednoznacznych rozstrzygnięć odnośnie lokalizacji miejsc(a) wiązania ABA nie 
przyniosły także badania mechanizmu percepcji hormonu w komórkach aleuro- 
nowych ziarniaków zbóż [9,62]. Rezultaty doświadczeń, w których obserwowano 
wpływ ABA na ekspresję niektórych genów w protoplastach komórek aleuronowych 
jęczmienia, wskazują, że podobnie jak w komórkach szparkowych możliwe jest 
występowanie odrębnych miejsc wiązania ABA w plazmolemie i cytoplazmie, zwią
zane z indukowaniem różnych odpowiedzi na hormon [23].

Ostatnio pojawiły się doniesienia dotyczące percepcji ABA w nie badanych 
do tej pory gatunkach roślin. W kulturach komórkowych rzodkiewnika (Arabidopsis 
thaliana) obserwowano dwa fizjologiczne efekty wywołane przez ABA: wczesną 
odpowiedź w postaci depolaryzacji błony komórkowej, po której następował wypływ 
K+ z cytoplazmy oraz opóźnioną w czasie akumulację transkrytpu genu R abl8 , 
specyficznie indukowanego w roślinach poddanych działaniu niskiej temperatury 
lub stresowi wodnemu [40]. Obydwie odpowiedzi następowały po inkubacji komórek 
w środowisku zawierającym nie przenikający przez plazmolemę koniugat AB A-BS A, 
co sugeruje, że miejsce wiązania ABA jest zlokalizowane w błonie komórkowej. 
Białkowa natura tego miejsca została potwierdzona we wcześniejszych ekspery
mentach tych samych autorów. Kolejne doświadczenia dostarczają jednak dowodów 
na wewnątrzkomórkowe wiązanie ABA, bowiem stosując 2 H-ABA zidentyfikowano
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specyficzne miejsca wiązania hormonu w mikrosomach z komórek mezokarpu owo
ców winogron [92]. Typowe analizy biochemiczne wykazały, że wiązanie 3 H-ABA 
ma charakter wysyceniowy, jest specyficzne i zachodzi z wysokim powinowactwem. 
Traktowanie frakcji mikrosomalnej trypsyną powodowało stopniowe obniżanie zdol
ności wiązania ABA aż do całkowitej utraty, potwierdzając białkowy charakter 
miejsc(a) wiążących. W obecności ditiotreitolu wiązanie ABA było hamowane w 
90%, co sugeruje, że konformacja białka wiążącego warunkuje jego funkcjonalną 
aktywność. Wydaje się, że w tym przypadku białko wiążące hormon w dużym 
stopniu spełnia wymogi stawiane receptorom, jednak w doświadczeniach tych nie 
badano efektów fizjologicznych wywołanych wiązaniem hormonu.

UDZIAŁ ABA W FUNKCJONOWANIU APARATÓW 
SZPARKOWYCH

Aparaty szparkowe stanowią wygodny i atrakcyjny układ modelowy do badania 
mechanizmów regulacyjnych, ponieważ odpowiadają na wiele różnorodnych syg
nałów, takich jak: światło, stężenie C 0 7, wilgotność czy fitohormony [45]. Udział 
kwasu abscysynowego w odpowiedziach roślin na środowiskowe czynniki stresowe 
jest najlepiej poznany w warunkach suszy, podczas której ABA jest szybko syn
tetyzowany i gromadzony w tkankach liści. Podwyższony poziom hormonu indukuje 
zamykanie szparek, co pozwala ograniczyć utratę wody w procesie transpiracji. 
Zamykanie szparek jest wynikiem obniżenia poziomu składników osmotycznie czyn
nych na skutek wypływu z komórek szparkowych jonów K+, CU i składników 
organicznych oraz związanego z tym spadku turgoru tych komórek [13]. Precyzyjne 
mechanizmy regulacji i integracji transportu błonowego wciąż nie są szczegółowo 
poznane, ale wiadomo, że w przepływie jonów w obu kierunkach pośredniczą kanały 
jonowe, których aktywność jest regulowana przez ABA [12,90]. Badania elektrofi- 
zjologiczne prowadzone w całych komórkach szparkowych lub metodąpatch-clamp 
na fragmentach plazmolemy i tonoplastu umożliwiły identyfikację występujących 
w nich kanałów jonowych [90]. Doświadczenia, w których mierzono przepływ 
jonów w izolowanych komórkach szparkowych oraz stosowano inhibitory kanałów 
anionowych, sugerują, że kluczowym mechanizmem regulującym funkcjonowanie 
aparatów szparkowych jest hormonalna aktywacja wolnych kanałów anionowych 
(typ S -  ang. slow) [81]. Otwieranie kanałów typu S i wypływ anionów z cytoplazmy 
komórek szparkowych wywołuje przedłużoną w czasie (kilkuminutową) depola
ryzację błony cytoplazmatycznej, której następstwem jest aktywacja kanałów po
tasowych transportujących K+ na zewnątrz komórki. Wypływ anionów i jonów 
potasowych powoduje spadek turgoru i objętości komórek szparkowych, a w kon
sekwencji zamykanie aparatów szparkowych (rys. 2 ).
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RYSUNEK 2. Uproszczona sekwencja zdarzeń występujących w błonie cytoplazmatycznej komórek 
szparkowych w odpowiedzi na ABA. Wiązanie ABA do receptora (a) aktywuje nieselektywne kanały 
jonowe (b). Wnikanie Ca2+ poprzez kanały oraz uwalnianie Ca“+ z magazynów wewnątrzkomórkowych 
powoduje wzrost stężenia wapnia w cytoplazmie (c). Podwyższony poziom Ca"+ hamuje aktywność 
kanałów transportujących K+ do wnętrza komórki (d) oraz aktywuje kanały anionowe typu S (e) i kanały 
transportujące K+ na zewnątrz komórki (f) (na podstawie danych [10,90])

W komórkach szparkowych jedną z najwcześniejszych odpowiedzi na ABA jest 
wzrost stężenia Ca2+ w cytozolu [10,30,65]. Przypuszcza się, że jest to spowodowane 
napływem Ca2+ poprzez kanały wapniowe z apoplastu oraz uwalnianiem wapnia 
z magazynów wewnątrzkomórkowych (wakuola, siateczka śródplazmatyczna) przy 
udziale inozytolo-l,4,5-trisfosforanu i/lub cyklicznej ADP- rybozy [3,13,65]. Wzrost 
stężenia wapnia aktywuje, podobnie jak ABA, kanały anionowe typu S oraz hamuje 
kanały transportujące K+ do komórki, których akty wność jest niezbędna do otwierania 
aparatów szparkowych [81]. Wydaje się więc, że indukowane przez ABA zamykanie 
szparek może być związane ze wzrostem stężenia Ca2+, jednakże fizjologiczna 
rola wapnia w zamykaniu szparek w odpowiedzi na ABA nie została ostatecznie 
rozstrzygnięta. Rezultaty niektórych badań nie potwierdzają bezpośredniej korelacji 
między wzrostem poziomu Ca2+ a ruchem szparek, ponieważ część szparek zmyka 
się w odpowiedzi na ABA bez mierzalnych zmian w stężeniu wapnia [10,13]. 
Niewykluczone, że w niektórych przypadkach zmiany występują tylko w pobliżu 
błony plazmatycznej w bezpośrednim sąsiedztwie wrażliwych na wapń kanałów
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jonowych. Istnieją też dowody eksperymentalne wskazujące na udział czynników 
środowiskowych wpływających na poziom Ca2+, np. temperatury [2]. W doświad
czeniach, w których obserwowano odpowiedzi komórek szparkowych C. communis 
na ABA uzyskano wyniki sugerujące, że w zależności od temperatury percepcja 
ABA w komórkach szparkowych może prowadzić do zamykania aparatów szpar
kowych dwiema drogami: zależnej i niezależnej od Ca2+. Biorąc pod uwagę udział 
Ca“ w różnorodnych szlakach sygnałowych funkcjonujących w komórkach szpar
kowych ustalenie jego roli w odpowiedzi na ABA nie jest łatwe. Podstawowe 
pytanie, jakie nasuwa się w tej sytuacji, dotyczy sposobu „kodowania” specyficzności 
informacji w postaci zmian stężenia Ca2+, jeśli jest ona identyczna w przekazywaniu 
rozmaitych sygnałów. Być może jony wapnia stanowią element wspólny w miejscu 
rozgałęzienia szlaków, a właściwy kierunek odpowiedzi na określony sygnał zależy 
od działania innych elementów w szlaku przekazywania danego sygnału. Jest to 
problem niezwykle interesujący, coraz częściej dyskutowany na łamach publiko
wanych ostatnio prac, w których rozważa się istnienie i możliwą rolę elementów 
wspólnych i tzw. cross-talk między różnymi szlakami sygnałowymi funkcjonującymi 
w komórkach roślinnych [51,71,91].

Wzrost stężenia Ca“ w cytozolu, charakterystyczny dla wczesnych odpowiedzi 
na ABA, sugeruje możliwość funkcjonowania w szlaku sygnałowym inozytolo- 
1,4,5-trisfosforanu (InzP3) jako wtórnego przekaźnika uczestniczącego w uwal
nianiu Ca2+ z magazynów wewnątrzkomórkowych, takich jak: wakuola i siateczka 
śródplazmatyczna. Badania elektrofizjologiczne z zastosowaniem techniki patch- 
clamp wykazały, że Ca“+ może napływać z wakuoli do cytoplazmy przez specyficzne 
kanały bramkowane przez InzP 3  [11,24]. Biorąc dodatkowo pod uwagę ostatnie 
doniesienie o udziale fosfolipazy C w indukowanych przez AB A oscylacjach poziomu 
Ca2+ w komórkach szparkowych C. communis [8 8 ], nie można wykluczyć mo
żliwości, że elementy szlaku fosfoinozytolowego stanowią integralną część odpo
wiedzi na ABA.

Od pewnego czasu wiadomo, że mobilizacja wapnia w cytozolu poprzez uwal
nianie go z przedziałów subkomórkowych może zachodzić nie tylko z udziałem 
InzP3, ale także cyklicznej ADP-rybozy (cADPR) [33,93]. Obecność wrażliwych 
na cADPR endogennych magazynów wapnia stwierdzono w różnych typach komórek 
zwierzęcych, ludzkich, a także roślinnych [52]. W komórkach zwierzęcych, stosując 
specyficzne inhibitory ustalono z całą pewnością, że uwalnianie Ca2+ z udziałem 
cADPR nie zależy od szlaku, w którym pośredniczy InzP 3  i zachodzi najprawdopo
dobniej poprzez aktywację receptorów rianodinowych [33]. Mechanizm działania 
cADPR w komórkach roślinnych nie jest dokładnie poznany. Badania prowadzone 
w ostatnich latach zmierzają do identyfikacji białek wrażliwych na cADPR. Uzyskane 
dotąd rezultaty wykazują obecność cADPR w komórkach roślinnych oraz jej udział 
w uwalnianiu wapnia z wakuoli w szlaku przypominającym ten, który funkcjonuje 
w komórkach zwierzęcych [3,73]. Możliwość udziału cADPR w przekazywaniu
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sygnału ABA została wykazana w doświadczeniach, w których po wprowadzeniu 
metodą mikroiniekcji cADPR do cytoplazmy komórek szparkowych C. communis 
obserwowano spadek ich turgoru poprzedzony wzrostem stężenia cytozolowego 
Ca2+ uwalnianego z wakuoli. Zastosowanie 8 -NH 9 -cADPR, antagonisty cADPR, 
wyraźnie hamuje zmniejszanie turgoru wywoływane przez ABA [50].

W poszukiwaniach istotnych elementów mechanizmu zamykania aparatów szpar
kowych indukowanego przez ABA zwrócono także uwagę na białka G. Znany 
jest udział białek G w regulacji kanałów jonowych przez sygnały zewnątrzkomórkowe 
u zwierząt [14]. Mimo niezbyt licznych dowodów sądzi się, że białka G uczestniczą 
także w szlakach sygnałowych u roślin, np. nie ma wątpliwości co do udziału 
tych białek w transdukcji takiego sygnału jak gibereliny [49]. Prawdopodobnie 
białka G mogą pośredniczyć też w niektórych odpowiedziach komórek roślinnych 
na kwas abscysynowy, ponieważ stwierdzono, że ABA indukuje hydrolizę GTP 
w błonach plazmatycznych z koleoptyli kukurydzy [39]. Jednakże ich działanie 
w przekazywaniu sygnału ABA nie jest, jak dotąd, zrozumiałe. Badania wpływu 
białek G na funkcjonowanie aparatów szparkowych w komórkach V. faba  [18] 
i C. communis [53] w obecności GDP(3S, GTPyS (analogów GDP i GTP) oraz 
toksyny krztuśca dostarczyły sprzecznych wyników, ponieważ aktywacja białek 
G indukowała odpowiednio zamykanie bądź otwieranie szparek. Sugeruje się, że 
w regulacji aktywności kanałów jonowych, od której zależy turgor komórek szpar
kowych, uczestniczą różne typy białek G, które być może oddziałują z różnymi 
białkami efektorowymi, podobnie jak ma to miejsce w szlakach sygnałowych u 
zwierząt. Jeden typ białka G mógłby aktywować fosfolipazę C, natomiast inny 
rodzaj białka G aktywowałby cyklazę adenylanową i syntezę cAMP. Możliwość 
uczestniczenia cAMP w regulacji funkcjonowania aparatów szparkowych pod wpły
wem ABA, w szlaku zależnym od Ca2+ przedstawili ostatnio Jin i Wu [41]. Z 
ich badań wynika, że cAMP odwraca efekt zamykania aparatów szparkowych in
dukowany przez Ca2+ lub ABA, prawdopodobnie przez zniesienie hamowania aktyw
ności kanałów transportujących K+ do komórki.

W badaniach szlaku przekazywania sygnału ABA, szczególnie w ustalaniu mole
kularnego mechanizmu modulowania aktywności kanałów jonowych z udziałem 
przedstawionych wyżej pośredników, wiele uwagi poświęca się roli kinaz i fosfataz 
białkowych. Jak wiadomo, odwracalna fosforylacja białek jest uniwersalnym me
chanizmem funkcjonującym w szlakach sygnałowych. Na podstawie danych uzy
skanych w doświadczeniach z zastosowaniem inhibitorów kinaz i fosfataz białkowych 
stwierdzono, że w drodze fosforylacji i defosforylacji regulowane są wolne kanały 
anionowe w komórkach szparkowych V. faba  [80], kanały jonowe A. thaliana [78], 
kanały potasowe i chlorkowe V. faba  [63,77], a także niektóre kanały wakuolarne 
w komórkach aleuronowych jęczmienia [8 ]. Chociaż wyniki tych badań sugerują, 
że odwracalna fosforylacja białek jest kluczowym składnikiem szlaku transdukcji 
sygnału ABA, to identyfikacja zarówno enzymów, jak i białek efektorowych jest
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bardzo ograniczona. Ostatnio opublikowano wyniki badań, które doprowadziły do 
sklonowania cDN A kinazy aktywowanej przez AB A [61]. Enzym, którego aktywność 
stwierdzono już wcześniej w protoplastach z komórek szparkowych V. faba  [72], 
wydaje się być specyficzny dla komórek szparkowych i nie jest zależny od Ca2+. 
Analiza sekwencji nukleotydowęj pozwoliła ustalić, że kodowany przez nią produkt 
białkowy jest kinazą sery nowo/treoni nową, AAPK (ABA -  activated protein kinase). 
Ekspresja zmutowanej sekwencji cDNA (zamiana Lys4 3  na Ala43) w transformo
wanych komórkach szparkowych V. faba  hamowała indukowane przez ABA za
mykanie szparek na skutek zniesienia aktywacji kanałów jonowych.

Wzrost poziomu Ca2+ w odpowiedziach na ABA sugeruje możliwość przeka
zywania sygnału hormonalnego za pośrednictwem kinaz zależnych od Ca2+ (CDPK). 
Potwierdziły to wyniki badań prowadzonych na protoplastach z komórek mezo- 
filowych kukurydzy, w których zidentyfikowano dwie kinazy zależne od jonów 
wapnia uczestniczące w regulacji ekspresji genów pod wpływem czynników stre
sowych środowiska [83]. Pei i wsp. [77] wykazali, że zrekombinowane białko CDPK 
A. thaliana oczyszczone z E. coli aktywowało tonoplastowy kanał C f  w izolowanych 
wakuolach z komórek szparkowych V. faba. W komórkach szparkowych V. faba  
zidentyfikowano także CDPK, która fosforyluje białko KAT1 będące przypusz
czalnie kanałem potasowym transportującym K+ do komórki [60].

Badania genetyczne oraz analizy biochemiczne z zastosowaniem specyficznych 
inhibitorów wykazały, że w regulacji aktywności kanałów jonowych w komórkach 
szparkowych uczestniczą fosfatazy należące do trzech typów: PP1 i PP2A niezależne 
od Ca“+’ hamowane przez kwas okadejowy i kalikulinę A, PP2B zależne od Ca 2 +/kal- 
moduliny, hamowane przez cyklosporynę A oraz PP2C zależne od M g“+ [64,65]. 
Kwas okadejowy i kalikulina A blokują w komórkach szparkowych kanały trans
portujące K+ do komórki [64]. Kwas okadejowy silnie hamuje także aktywność 
wolnych kanałów anionowych potwierdzając rolę fosfataz typu PP1 i P2A jako 
regulatorów negatywnych [78,90]. Aktywne kanały potasowe transportujące K+ 
do komórki indukują otwieranie aparatów szparkowych, podczas gdy zamykanie 
jest związane z aktywnością kanałów anionowych, dlatego sugeruje się, że fosfatazy 
PP1 i P2A mogą działać jako pozytywne regulatory w otwieraniu i negatywne 
regulatory w zamykaniu szparek. Znaczenie fosfataz typu 2B dla modulacji aktyw
ności kanałów jonowych wykazano w doświadczeniach z zastosowaniem cyklo- 
sporyny A, która specyficznie blokowała indukowaną wapniem inakty wację kanałów 
potasowych w komórkach szparkowych V. faba  [63]. Udział w szlaku transdukcji 
sygnału ABA fosfataz typu PP2C sugerują wyniki analizy genetycznej mutantów 
abi rzodkiewnika niewrażliwych na ABA (ABA  - insensitive) [56,57,70]. Dwa loci, 
AB1I i ABI2  kodują wysoko homologiczne białka wykazujące aktywność fosfatazy 
PP2C zależnej od Mg i niewrażliwej na kwas okadejowy [55,79]. W doświad
czeniach z zastosowaniem inhibitorów kinaz białkowych wykazano, że białko ABI1
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jest elementem mechanizmu odwracalnej fosforylacji, który w komórkach szpar
kowych moduluje wrażliwość kanałów potasowych na kwas abscysynowy [5].

UDZIAŁ ABA W REGULACJI EKSPRESJI GENÓW

Większość efektów biologicznych wywołanych działaniem ABA, zarówno w 
nasionach jak i tkankach wegetatywnych, jest związana ze zmianą ekspresji genów 
[15,68,87]. Geny znajdujące się pod kontrolą ABA zidentyfikowano u wielu ga
tunków roślin, a ich analiza molekularna umożliwiła w niektórych przypadkach 
ustalenie funkcji kodowanych przez nie białek oraz identyfikację sekwencji pro- 
motorowych odpowiadających na sygnał hormonalny, elementów cis będących koń
cowymi składnikami szlaku sygnału abscysynowego. Poznano także niektóre z białek 
regulatorowych wiążących się z tymi sekwencjami. Obecnie wiadomo, że kwas 
abscysynowy indukuje ekspresję ponad 150 genów różnych gatunków roślin, w 
większości przypadków w późnych etapach rozwoju nasion oraz w tkankach we
getatywnych roślin poddanych działaniu czynników stresowych środowiska 
[ 16,27,68,87]. Najwięcej danych dotyczących wpływu ABA na regulację transkrypcji 
dostarczają badania nad genetyczną kontrolą i integracją procesów związanych z 
dojrzewaniem i kiełkowaniem nasion.

Analiza sekwencji promotorowych genów indukowanych przez ABA, takich jak: 
Em z pszenicy [6 6 ], Osem  i R ablóB  z ryżu [35,76], HVA1, HVA22 [85,86], C l 
z kukurydzy [44], wykazała, że dla transkrypcji indukowanej przez ABA konieczna 
jest obecność konserwowanej sekwencji określanej jako ABRE {ABA -  response 
element). Obecnie znanych jest ponad 20 sekwencji promotorowych ABRE, które 
stanowią fragment 8-10 par zasad zawierający wspólną sekwencję ACGT. Inte
resujące jest, że motyw ACGT jest charakterystyczny także dla podobnych sekwencji 
określanych jako kaseta G, obecnych w licznych promotorach u drożdży oraz w 
genach roślinnych indukowanych przez inne czynniki, takie jak: światło, auksyny, 
kwas jasmonowy, kwas salicylowy [87]. W związku z tym nasuwają się wątpliwości, 
czy sekwencja ACGT może zapewnić specyficzność odpowiedzi na ABA. Wykazano, 
że dla prawidłowej odpowiedzi niezbędne są dodatkowe elementy, które razem 
z sekwencją ABRE tworzą tzw. kompleks odpowiedzi na ABA -  ABRC (A B A  
-re sp o n se  complex) [58] (rys. 3). ABRC w promotorze genu Em z pszenicy obejmuje 
podwójną kasetę G pochodzącą z dwóch odrębnych elementów: E m la  i Em lb, 
z których każdy zawiera sekwencję ACGT [6 6 ] (rys.3a). Innym przykładem jest 
ABRC w genie R ab ló  z ryżu, w którym występuje tzw. Motyw I z kasetą G 
oraz Motyw II stanowiący element cis inny niż kaseta G, ale istotny dla odpowiedzi 
na ABA [76]. Z kolei w promotorze genu C l {Colourless-1) z kukurydzy, ucze
stniczącym w biosyntezie antocyjanów w nasionach zidentyfikowano ABRC za
wierający motyw podobny do ABRE, który sam nie jest istotny dla odpowiedzi 
na ABA, ponieważ kluczowąrolę w indukcji promotora odgrywa oddzielna sekwencja
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RYSUNEK 3. Sekwencje regulatorowe w promotorach genów indukowanych przez ABA: a) kompleks 
odpowiedzi na ABA (ABRC) genu Em z pszenicy obejmuje podwójną kastę G pochodzącą z dwóch 
odrębnych elementów Emla i Emlb, z których każdy zawiera sekwencje ACGT; b) ABRC genu C l z 
kukurydzy zawiera motyw podobny do ABRE oraz motyw Sph. W promotorach genów HVA1 i HVA22 
z jęczmienia ABRC składa się z kasety G i dodatkowych fragmentów, tzw. elementów sprzęgających 
(CE): c) ABRC3 w promotorze genu HVA1 obejmuje sekwencję ABRE2 oraz fragment CE3 występujący 
powyżej tej sekwencji; d) ABRC1 w promotorze genu HVA22 obejmuje sekwencję ABRE3 i położony 
od niej w dół fragment CE1 (na podstawie danych [44,66,85,86])

określana jako motyw Shp [44] (rys.3b). W promotorach genów HVAI i HVA22 
z jęczmienia dla specyficznej odpowiedzi na ABA oprócz kasety G niezbędna 
jest obecność dodatkowych krótkich fragmentów określanych jako elementy sprzę
gające CE (icoupling element) [85,86] (rys.3c,d).

Poznanie sekwencji promotorowych genów indukowanych przez ABA umożliwiło 
poszukiwanie białek regulatorowych rozpoznających specyficzną sekwencję sta
nowiącą kompleks odpowiedzi na kwas abscysynowy. Obecnie prowadzone są ba
dania pozwalające określić naturę czynników transkrypcyjnych pośredniczących 
w regulacji ekspresji genów w nasionach poprzez różne, wspomniane wyżej elementy 
cis. Nie są one proste, ponieważ homologia sekwencji ABRE z elementami chara
kterystycznymi dla odpowiedzi na inne sygnały jest przeszkodą w ustaleniu, które 
białko wiąże się specyficznie z ABRE in vivo. Większość regulatorów transkrypcji 
rozpoznających sekwencję ABRE stanowią białka z rodziny bZIP [16]. Czynniki 
transkrypcyjne należące do tej rodziny charakteryzują się obecnością konserwo-
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wanych regionów zasadowych bogatych w leucynę (motyw zamka leucynowego) 
i występują u drożdży, ssaków i roślin. Jednym z pierwszych poznanych białek, 
które rozpoznaje kompleks odpowiedzi na ABA (ABRC), było białko EmBP-1 
zidentyfikowane w ekstraktach jądrowych z pszenicy traktowanych ABA [32]. Usta
lono, że jego wiązanie z DNA w regionie zawierającym sekwencję 8  pz 
(CACGTGGC) staje się niemożliwe po mutacji dwóch par zasad w kasecie G. 
Rodzina bZIP obejmuje również dwa białka indukowane przez ABA, wyizolowane 
z A. thaliana : białko GBF3 wykazujące zdolność do tworzenia heterodimerów o 
różnym powinowactwie do sekwencji ACGT oraz białko kodowane przez gen ATHB- 
7 zawierające charakterystyczną dla białek wiążących się z DNA homeodomenę 
z zasadowym obszarem bogatym w leucynę [87]. Ponadto, motyw zamka leucy
nowego zawierają wiążące się z konserwowaną kasetą G białka TAF-1 z tytoniu 
oraz OSBZ 8  i osZIP-la z ryżu [58]. Ostatnio zidentyfikowano nowy czynnik trans- 
krypcyjny z rodziny bZIP uczestniczący w /ranj-aktywacji regulatorowej sekwencji 
ABRE [22]. Jest nim białko ABI5 kodowane przez gen zidentyfikowany u wyse
lekcjonowanego wcześniej mutanta abi5 A. thaliana niewrażliwego na ABA. ABI5, 
poza konserwowaną domeną z motywem zamka leucynowego, ma także obszar 
bogaty w prolinę oraz sześć potencjalnych miejsc fosforylacji, których obecność 
sugeruje możliwość zmian jego aktywności przez zmiany stopnia ufosforylowania 
(rys. 4a).

Badania mutantów niewrażliwych na ABA, viviparous-1 iyp l)  kukurydzy oraz 
abi3 A. thaliana przyczyniły się do poznania innej klasy białek uczestniczących 
w regulacji ekspresji genów pod wpływem ABA. Na podstawie analizy molekularnej 
białek VP1 i ABI3 przypuszcza się, że mogą być one wymagane do transkrypcji 
genów uczestniczących w dojrzewaniu zarodków kukurydzy i A. thaliana, indu
kowanym przez ABA [26,67]. Białka homologiczne do VP1 i ABI3 wyizolowano 
także z innych roślin, takich jak: ryż, fasola, owies [58]. Identyfikacja wysoko 
konserwowanych homologów w odległych ewolucyjnie gatunkach roślin w połą
czeniu z obserwowanym podobieństwem fenotypów mutantów wskazuje, że geny 
te pełnią zasadniczą funkcję w regulacji stanu spoczynkowego nasion, dojrzewania 
zarodka i kiełkowania nasion. Na podstawie analizy sekwencji aminokwasów homo
logicznych białek VP1/ABI3 ustalono, że zawierają one podobnie rozmieszczone 
domeny, wśród których charakterystyczna jest konserwowana kwaśna domena N- 
końco wa z wysoką zawartością sery ny i treoniny oraz trzy domeny zasadowe (ry s.4b). 
Wykazano, że dla funkcji tych białek jako aktywatorów transkrypcji istotny jest 
fragment zawierający 1 2 1  reszt aminokwasowych znajdujący się w kwaśnej domenie 
N-końcowej [67]. Mimo że uzyskane wyniki badań wyraźnie wskazują, że VP1 
i ABI3 funkcjonują jako aktywatory transkrypcji, do dziś niewiele jest dowodów 
na to, że wiążą się one bezpośrednio z DNA. Jaki jest więc mechanizm aktywacji 
transkrypcji za pośrednictwem elementów ABRE z udziałem VP1/ABI3? Proponuje 
się, że VP1 jest koaktywatorem białkowym, który aktywuje pośrednio promotorowe
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RYSUNEK 4. Białka uczestniczące w regulacji transkrypcji genów indukowanych przez ABA: a) schemat 
białka ABI5 z A. thaliana z zaznaczonym zamkiem leucynowym i regionem bogatym w prolinę; b) 
schemat białek typu VP1/ABI3. Białka VP1 z kukurydzy, ABI3 z A. thaliana, OsVPl z ryżu i PvALF z 
fasoli wykazują podobną charakterystyczną strukturę. Na schemacie zaznaczono cztery domeny wyka
zujące wysoki stopień identyczności sekwencji aminokwasowej: domenę A położoną w kwaśnym 
regionie N-końcowym oraz trzy domeny zasadowe oznaczone jako B 1, B2 i B3. Wielkość białek wynosi 
od 691 (VP1) do 752 (PvALF) reszt aminokwasowych; c) schemat białka ABI4 z A. thaliana z 
charakterystyczną domeną APETALA2 (AP2); na schemacie pokazano także N-końcową domenę 
zasadową, C-końcową domenę kwaśną oraz dwa inne charakterystyczne regiony: bogaty w serynę i 
treoninę i z wysoką zawartością glutaminy (na podstawie danych [21,22,58])

elementy cis, poprzez interakcje typu białko-białko z innymi czynnikami trans- 
krypcyjnymi. Ostatnio zidentyfikowano w tkankach zarodka nasion ryżu nowy akty
wator transkrypcji z rodziny bZIP, nazwany T R A B 1 (transcription fac tor responsible 

fo r  A B A  regulation), z którym może współdziałać VP1 [36] (rys.5a). Badania wy
konane na transgenicznych drożdżach zawierających sklonowaną sekwencję ko
dującą TRAB 1 wykazały, że białko to może wiązać się zarówno z VP1, jak i 
promotorową sekwencją ABRE pośrednicząc w przekazywaniu sygnału ABA. Z 
drugiej strony, w badaniach in vitro wykazano, że domena B3 białka VP1 może 
specyficznie wiązać się z tzw. motywem Sph będącym elementem kompleksu ABRC 
w promotorze genu C l kukurydzy [89] (rys.5b).

Innym typem czynnika transkrypcyjnego rozpoznającego specyficzne sekwencje 
promotorowe genów indukowanych przez ABA okazało się zidentyfikowane nie
dawno białko ABI4. Po sklonowaniu genu abi4 u kolejnego mutanta A. thaliana 
niewrażliwego na ABA ustalono, że koduje on białko homologiczne do ABI3 [21]. 
Jednakże szczegółowa analiza genetyczna wykazała, że ABI4 należy on do innej 
niż ABI3 klasy regulatorów transkrypcji wyróżniających się posiadaniem tzw. do
meny AP2 (APETALA 2), która prawdopodobnie uczestniczy w wiązaniu z DNA 
(rys.4c). Jest to nowa rodzina białek wiążących się z D N A  genów kontrolujących 
kwitnienie, zidentyfikowana u A. thaliana [75]. Domena A P 2  zawiera konserwowany
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RYSUNEK 5. Mechanizm rrans-aktywacji VP1 w zależności od docelowych elementów cis: a) VP1 pełni 
funkcję koaktywatora transkrypcji genu Em z pszenicy poprzez interakcje z czynnikiem transkrypcyjnym 
TRAB1, który zawiera motyw zamka leucynowego i specyficznie wiąże się z elementem Emlci będącym 
fragmentem sekwencji ABRC w promotorze genu Em z pszenicy; b) VP1 za pośrednictwem konserwa
tywnej zasadowej domeny B3 bezpośrednio oddziałuje z motywem Sph w promotorowej sekwencji ABRC 
genu C l z kukurydzy ([36,44,89])

motyw WAAEIRD charakterystyczny dla białek pośredniczących w transdukcji 
sygnałów hormonalnych bądź wywoływanych stresem. Do rodziny tej należą między 
innymi EREBPs, białka z tytoniu wiążące się z promotorowymi elementami cis, 
warunkującymi odpowiedź na etylen [74] oraz białko APETALA 2 z Arabiclopsis 
kodowane przez gen APETALA2  kontrolujący kwitnienie i rozwój nasion [42].

W ekspresji genów będących pod kontrolą ABA mogą uczestniczyć także czynniki 
transkrypcyjne z rodziny MYB, co sugerują wyniki badań prowadzonych na tkankach 
wegetatywnych A. thaliana w warunkach stresu wodnego [1].

BIAŁKA ABI1 i ABI2 ELEMENTAMI SZLAKU 
TRANSDUKCJI SYGNAŁU ABA

Znaczny postęp w poznawaniu elementów szlaku transdukcji sygnału abscysy- 
nowego nastąpił po wyselekcjonowaniu mutantów wykazujących zmienioną
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odpowiedź na hormon. Mutanty należące do tej grupy poznano u kilku gatunków 
roślin (kukurydza, rzodkiewnik, tytoń, pomidor, jęczmień) [27,47,68], ale najbardziej 
przydatne w badaniu szlaku transdukcji sygnału ABA okazały się mutanty abi 
(ABA -  insensitive) rzodkiewnika. Mutanty abil-abi5  wyselekcjonowano na pod
stawie zdolności do kiełkowania nasion na podłożu zawierającym ABA w stężeniu 
hamującym kiełkowanie roślin dzikich (10 pM) [19,46]. Wykazują one podobne 
zmiany fenotypowe jak mutanty aba (defekt w szlaku biosyntezy ABA), jednak 
zastosowanie egzogennego ABA nie przywraca fenotypu rośliny dzikiej. Mutacje 
we wszystkich loci charakteryzują się obniżoną zdolnością indukcji stanu spoczyn
kowego nasion przez ABA oraz znacznym (10-krotnym) obniżeniem wrażliwości 
kiełkujących nasion na hamujące stężenia ABA. Mutanty abil i abi2 różnią się 
od pozostałych, ponieważ dodatkowo wykazują plejotropowe zmiany fenotypów 
na etapie rozwoju wegetatywnego. Obserwuje się u nich niewrażliwy na ABA 
wzrost korzeni oraz nadmierną transpirację i skłonność do usychania, co jest wy
wołane defektem w mechanizmie regulacji szparek [20]. Ta ostatnia, najbardziej 
dramatyczna zmiana fenotypowa mutantów abi objawia się tym, że aparaty szparkowe 
pozostają wciąż otwarte, nawet w obecności ABA, powodując szybkie usychanie 
rośliny. Efekt ten wyraźnie wskazuje na uszkodzenie szlaku prowadzącego do re
gulacji kanałów jonowych w komórkach szparkowych. Sugestie te zostały potwier
d zo n e  w b ad an iach  ekspres ji  a b il-1  w transgen icznym  tytoniu Nicotiana 
benthamiana, w których wykazano, że w komórkach szparkowych transformowanego 
tytoniu kanały transportujące K+ w obu kierunkach stają się niewrażliwe na ABA, 
przy czym aktywność kanałów anionowych pozostawała bez zmian [5,29]. Mutanty 
abi3, abi4, abi5 wykazują zmiany fenotypowe tylko na etapie rozwoju nasion, 
ale charakteryzują się dodatkowymi cechami, które nie występują u abil i abi2, 
takimi jak: degradacja chlorofilu, tolerancja suszy oraz obniżenie zawartości za
pasowych białek, lipidów i produktów genów lea (late-embryogenesis abundant) 
typowych dla dojrzałych nasion, które przypuszczalnie chronią je przed wysuszeniem 
[19,20,46].

Kluczowe znaczenie dla poznania pojedynczych składników szlaku transdukcji 
sygnału ABA miała analiza molekularna ab il i abi2. Po ustaleniu sekwencji nu- 
kleotydowej sklonowanych genów okazało się, że kodują one białka wykazujące 
wysoką homologię do białkowych fosfataz typu 2C (PP2C) [55,56,57,70,79]. Fo
sfatazy PP2C są klasą fosfataz sery no wo/treoni nowych powszechnie występujących 
u Eucaryota. Białka ABI1 i ABI2 mają taką samą charakterystyczną strukturę pier- 
wszorzędową (rys. 6 ). Domena C-końcowa wykazująca 8 6 % identyczności z fo
sfatazami PP2C ma w obu białkach aktywność katalityczną zależną od magnezu 
i niewrażliwą na kwas okadejowy [7,57,70]. Domena N-końcowa ABI1 i ABI2 
jest mniej konserwowana (49% identyczności) i nie przejawia większego podo
bieństwa do innych białek. Występuje w niej sekwencja przypominająca tzw. motyw 
dłoni EF, typowy dla białek wiążących wapń, natomiast niespotykany w białkach
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motyw dłoni EF

№

miejsce mutacji

DISAGDEINGSDI P P J C
3C
434 aminokwasy

b,
ABI2 m otyw  dłoni EF

miejsce mutacji

N -
DISAGDEINGSDE PP2C

IC
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RYSUNEK 6. Schemat budowy białek ABll i ABI2 z A. ihaliana z zaznaczonym motywem dłoni 
wiążącym Ca2+. Domena C-końcowa wykazuje podobieństwo do fosfataz typu 2C. Na schemacie 
zaznaczono także miejsca mutacji (na podstawie danych [56,57,70])

wiążących magnez. Autorzy sugerują, że ABIljest nowym typem enzymu fun
kcjonującego w szlakach sygnałowych -  wyspecjalizowaną fosfatazą typu PP2C, 
której aktywność może być regulowana przez wapń. Możliwość taka wydaje się 
być szczególnie interesująca zważywszy na udział wapnia jako wtórnego przekaźnika 
w indukowanej przez ABA aktywacji kanałów jonowych w komórkach szparkowych. 
Mutacje abil i abi2 polegają na zamianie pojedynczej pary zasad powodującej 
zmianę glicyny na asparaginę w domenie katalitycznej A Bll (Gly-180) i ABI2 
(Gly-168) [56,70]. Konsekwencją tej zmiany jest znacznie obniżona aktywność 
fosfatazowa obu białek [55,79]. Przez analogię do ludzkiej PP2C a o poznanej 
strukturze przestrzennej [cyt. za 55] przypuszcza się, że zamiana Gly na Asp zaburza 
konformację reszt sąsiadujących istotnych dla koordynacyjnego wiązania Mg~ i 
aktywności enzymatycznej. Przypuszczenia te potwierdzają wyniki badań uzyskane 
dla ABI2 wskazujące, że dla optymalnej aktywności wymagane jest wyższe stężenie 
Mg2+ w porównaniu z białkiem rośliny dzikiej [57].

Charakterystyka biochemiczna białka AB ll oraz dane eksperymentalne wyraźnie 
sugerują jego udział w szlaku sygnałowym zależnym od fosforylacji. A B ll  wydaje 
się uczestniczyć w hamowaniu przez ABA aktywności mitotycznej, ponieważ w 
merystemach korzeniowych mutantów ab il obserwowano aktywne podziały ko
mórkowe, mimo hamującego stężenia ABA [56]. Można więc sądzić, że w od
powiedzi na kwas abscysynowy A Bll uniemożliwia procesy fosforylacji niezbędne 
dla prawidłowego funkcjonowania cyklu komórkowego. Wskazują na to także re
zultaty doświadczeń, w których wykazano, że egzogenny ABA hamuje u A. thaliana 
ekspresję genu kodującego kinazę zależną od cyklin, p34 c d c 2  odgrywającą kluczową 
rolę w regulacji cyklu komórkowego [25]. Opisywany wcześniej defekt w regulacji
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działania aparatów szparkowych w transgenicznym tytoniu, transformowanym abil- 
1, można częściowo usunąć stosując działające w szerokim zakresie inhibitory kinaz 
białkowych (H7, staurosporyna) [5]. Odmienne wyniki uzyskano w badaniach eks
presji promotora genu HVA1 w protoplastach z liści kukurydzy, w których ob
serwowano wzrost ekspresji pod wpływem ABA lub w wyniku nadekspresji 
niektórych kinaz białkowych [8 6 ]. W obydwu przypadkach aktywacja była obniżana 
przez nadekspresję domeny PP2C dzikiego typu białka ABI1. Powyższe rezultaty 
sugerują, że funkcjonowanie ABI1 w szlaku przekazywania sygnału ABA jest zło
żone: aktywność fosfatazowa jest konieczna do indukcji zamykania szparek w od
powiedzi na ABA, ale hamuje ekspresję będącego pod kontrolą hormonu promotora 
H VA1 . Może to być odzwierciedleniem prawdziwych różnic pomiędzy szlakami 
transdukcji sygnału ABA w regulacji aktywności kanałów jonowych oraz ekspresji 
genów, która wymaga przekazania sygnału hormonalnego do jądra komórkowego.

Udział białek ABI1 i ABI2 jako fosfataz w odpowiedzi na ABA był przez 
dłuższy czas niezrozumiały. Jedyne znane początkowo allele, abil-J  i abi2-l [46] 
są dominujące, co uniemożliwiało ustalenie, czy białka są pozytywnymi czy ne
gatywnymi regulatorami odpowiedzi na ABA. Dopiero wyselekcjonowanie mu
tantów supresorowych w stosunku do abil-1  dostarczyło genetycznych dowodów 
na to, że dziki typ fosfatazy ABI1 jest negatywnym regulatorem odpowiedzi na 
ABA i pełni funkcję represora w szlaku transdukcji sygnału ABA [28]. Efekty 
obserwowane w mutantach ab i można by więc wytłumaczyć tym, że silnie zre
dukowana na skutek mutacji aktywność fosfatazy A B I1 hamuje defosforylację aktyw
nego w tej formie represora, który blokuje dalsze przekazywanie sygnału i powoduje 
brak wrażliwości na hormon. Mutacja ABI2 ma także charakter dominujący, a bardzo 
wysoki stopień identyczności z AB11 sugeruje, że fosfataza ABI2 może być również 
negatywnym regulatorem odpowiedzi na ABA. Wielu autorów uważa, że białko 
ABI2 pełni te same funkcje co ABI1 i jest niejako „na zapas” (ang. reclundancy). 
Sugestie te mogłoby potwierdzać zidentyfikowanie u A. thaliana kolejnych dwóch 
białek homologicznych do ABI1 [84], dla których przez analogię proponuje się 
także funkcje regulatorów negatywnych. Występowanie kilku wysoko homologi
cznych regulatorów negatywnych w szlakach sygnalizacyjnych u roślin nie jest 
czymś niezwykłym. Być może jest to typowe dla przekazywania sygnałów hor
monalnych, ponieważ podobne zjawisko ma miejsce w szlaku sygnałowym etylenu, 
w którym funkcjonuje kilka homologów ETR1, receptora etylenu działającego jako 
negatywny regulator odpowiedzi na hormon [48]. Podobnie, białko GAI pełniące 
przypuszczalnie funkcję czynnika transkrypcyjnego oraz jego homolog RGA, ucze
stniczą jako negatywne regulatory odpowiedzi na gibereliny [49]. Niektórzy autorzy 
sugerują jednak, że funkcje białek ABI1 i ABI2 nie muszą pokrywać się całkowicie, 
ponieważ pewne odpowiedzi na stres i egzogenny ABA są silniej indukowane 
w przypadku abi2 niż a b il , np. akumulacja mRNA niektórych genów odpowia
dających na ABA, proces ryzogenezy wywoływany suszą [17,69]. Rozstrzygnięcie
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tego problemu będzie przypuszczalnie możliwe po zidentyfikowaniu endogennych 
substratów dla obydwu białkowych fosfataz PP2C.

PODSUMOWANIE

Badania nad poznawaniem regulatorowej roli ABA w procesach wzrostu i rozwoju 
roślin przyniosły w ostatnim dziesięcioleciu istotny postęp w zrozumieniu mole
kularnych podstaw jego działania. Typowe analizy biochemiczne w połączeniu z 
nowoczesnymi metodami elektrofizjologicznymi i zaawansowanymi technikami ge
netyki molekularnej pozwoliły na wykazanie, że na poziomie całej rośliny, a nawet 
w pojedynczej komórce, występująprzypuszczalnie różne typy białek receptorowych, 
których aktywacja przez ABA może wywołać odrębne odpowiedzi, być może w 
wyniku działania częściowo rozdzielonych szlaków sygnalizacyjnych. Pomimo uzy
skania wielu ważnych i interesujących rezultatów, nasza wiedza, szczególnie do
tycząca percepcji hormonu jak również identyfikacji poszczególnych ogniw w szlaku 
transdukcji sygnału hormonalnego, jest wciąż niepełna.

Przedstawione wyżej wyniki dotychczasowych badań nad percepcją kwasu abs- 
cysynowego, mimo że dość liczne, nie pozwalają jednoznacznie ustalić komórkowej 
lokalizacji potencjalnych receptorów ABA. Różnorodność, czasem wzajemnie wy
kluczających się rezultatów, jest z pewnością odbiciem plejotropowych efektów 
i złożonych mechanizmów regulacji typowych dla wszystkich fitohormonów. W 
związku z tym należałoby uwzględnić możliwość, że różne procesy mogą być re
gulowane przez odmienne typy receptorów zlokalizowanych w różnych przedziałach 
komórkowych, niekoniecznie jednakowych u różnych gatunków roślin. Jak dotąd, 
nie ustalono jednoznacznie, które z tzw. wtórnych przekaźników występujących 
w szlakach sygnalizacyjnych w komórkach zwierzęcych pośredniczą w przeka
zywaniu sygnału abscysynowego. Dotyczy to przede wszystkim Ca2+, ponieważ 
możliwość funkcjonowania w komórkach szparkowych, a także w komórkach aleu- 
ronowych ziarniaków zbóż szlaku transdukcji ABA niezależnego od Ca2+ sugeruje, 
że w regulacji aktywności kanałów jonowych mogą uczestniczyć inne przekaźniki, 
np. cytoplazmatyczne pH. Sugestie te potwierdzają dane eksperymentalne wska
zujące, że aktywacji kanałów transportujących K+ na zewnątrz komórki towarzyszy 
wzrost stężenia H+ w cytoplazmie [13]. Podobnie jest w przypadku cADPR. Na 
obecnym etapie badań uzyskano wstępne wyniki świadczące o tym, że cADPR 
wywołuje efekty podobne do tych, które są odpowiedzią na ABA. Jednak na pytania, 
czy i w jakim zakresie pośredniczy ona w przekazywaniu sygnału ABA nie można 
jeszcze udzielić satysfakcjonującej odpowiedzi.

Na podstawie uzyskanych do tej pory wyników proponowany jest hipotetyczny 
model objaśniający lokalizację i funkcję poszczególnych elementów szlaku syg-
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cADPR (InzP3)

Ca2+
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kinaza
białkowa

*  [ Rep H j P

ABI1/ABI2

ODPOWIEDZI SPECYFICZNE 
fosforylacja/defosforylacja białek

RYSUNEK 7. Hipotetyczny model działania ABA. Wiązanie się ABA z receptorem indukuje powstawa
nie cADPR i wzrost cytozolowego pH. Przekazywanie sygnału abscysynowego może zachodzić w 
rozgałęzionym szlaku: w jednym, zależnym od Ca-+ uwalnianego z magazynów wewnątrzkomórkowych 
za pośrednictwem cADPR i/lub InzP3 , zachodziłaby kontrola pozytywna, w drugim znoszona byłaby 
kontrola negatywna przez defosforylację aktywnego represora (Rep-P) z udziałem fosfataz ABI1/ABI2 
aktywowanych wzrostem pH (na podstawie [31,71])

nałowego ABA, przedstawiony schematycznie na rysunku 7. Związanie ABA ze 
specyficznym receptorem (receptorami) indukuje wytworzenie cADP-rybozy i wzrost 
pH w cytozolu. Transmisja sygnału ABA mogłaby odbywać się w dwóch roz
gałęzieniach szlaku. W jednym z nich zachodziłaby kontrola pozytywna z udziałem 
Ca2+ uwalnianych za pośrednictwem cADPR i/lub InzP3, w drugim następowałaby 
deaktywacja mechanizmu kontroli negatywnej przez fosfatazy ABI1/ABI2, które 
są silnie aktywowane wzrostem pH [55,79]. Wzrost aktywności fosfatazowej tych 
białek zmieniałby stopień ufosforylowania endogennego substratu mającego klu
czowe znaczenie dla dalszego przekazywania sygnału ABA. Model ten, choć hipo

KANAJLY JONOW E 
(zamykanie szparek)

EKSPRESJA GENÓW 
(dojrzewanie nasion, s tre s )
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tetyczny i uproszczony może stanowić koncepcyjne zręby dla przyszłych badań 
nastawionych na poszukiwania kolejnych ogniw w szlaku sygnałowym kwasu abs- 
cysynowego.
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28 Konferencja szkoleniowa z zakresu biologii komórki
Uprzejmie zawiadamiamy, że Zarząd Główny Towarzystwa Anatomicznego 

i Polskiego Towarzystwa Histo- i Cytochemików, Redakcja Postępów Biologii Ko
mórki oraz Fundacja Biologii Komórki i Biologii Molekularnej organizują doroczną 
konferencję szkoleniową na temat:

„Różnicowania komórek Eukariota”
która odbędzie się w dniu 4 listopada (sobota) 2000 r. w Warszawie, w sali 

wykładowej im. L. Paszkiewicza w „Anatomicum” Akademii Medycznej przy ul. 
Chałubińskiego 5. Początek obrad o godz. 10.00.

Opłata za uczestnictwo 10 zł płatna na miejscu obrad. W ramach opłaty uczestnicy 
otrzymają suplement nr 15 PBK zawierający materiały Konferencji.

Program konferencji:

10.00 Otwarcie konferencji

10.05 Mechanizmy przestrzennego różnicowania zarodka
A. Kaczanowski i J. Kaczanowska

11.50 Lokalizacja morfogenów w oocytacli kręgowców
M. Kloc, S. Biliński

12.35 Różnicowanie komórek we wczesnych stadiach rozwojowych
M. Maleszewski

13.00 System do transfekcji komórek (GIBCO)
R. Wojtowicz

13.30-143.00 Przerwa

14.00 Różnicowanie komórek mięśni kręgowców  
J. MOraczewski

14.45 Różnicowanie komórek zrębu grasicy
R. Brelińska

15.30 Podsumowanie
S. Biliński

Uczestnikom Konferencji zostaną udostąpnione po niższej cenie zeszyty PBK. 

Warszawa, wrzesień 2000 r. Organizatorzy
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Errata

do artykułu Anny Kowalczyk pt. „Czy zwierzęta z. celowaną modyfikacją genomu 
są wiarygodnym modelem badawczym? Lekcje z neurobiologir  Postępy Biologii 
Komórki 2000; 27: (3) 325-342.

W artykule tym nie znalazły się następujące adresy autorki:
Instytut Biologii Doświadczalnej PAN, Pracownia Neurobiologii Molekularnej i 
Komórkowej, 02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3 oraz
Instytut Centrum Medycyny Doświadczalnej i Klinicznej PAN, Zwierzętarnia,
02-106 Warszawa, ul. Pawińskiego 5.
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nie zamieszczać tabel, schematów lub rysunków, a jedynie zaznaczyć ołówkiem na marginesie ich lokalizację (np. 
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Od nowej strony należy podać spis literatury. Skróty nazw czasopism podawać należy według Index Medicus (listy 
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kolejnego numeru pozycji w spisie literatury w nawiasie kwadratowym (np. [5]). Spis literatury należy zestawić 
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być wykonane w postaci nadającej się do reprodukcji. Fotografie powinny być kontrastowe i wykonane na 
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