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ARTYKUŁY
Naprawa błędnie sparowanych zasad 

Mismatch repair

TOMASZ POPŁAWSKI1, JANUSZ BŁASIAK2
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V. Naprawa błędnie sparowanych zasad a oporność na leki
VI. Naprawa błędnie sparowanych zasad w m itochondrium
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W ykaz stosowanych skrótów: 6-TG —  6-tioguanina; 8-oksoG
—  7,8-dihydro-8-okso-deoksyguanina; ATP -—- adenozynotri- 
fosforan; BER —  naprawa DNA przez wycinanie zasad; DHFR
—  reduktaza dihydrofolianowa; E xo l .  hM L H l,  hMSH2. 
hMSII3, I1MSH 6, hP M S T l,  HPMST2 —  białka naprawy błęd­
nie sparowanych zasad człowieka; Exol, Exo VII, ExoX —  eg- 
zonukleazy systemu naprawy błędnie sparowanych zasad E. 
coli; hMMR —  naprawa błędnie sparowanych zasad u człowie­
ka; hMutL —  heterodimer białek hM L H l i hPMS2; hM utSa  i 
hMutSß -  heterodimery białek hMSH2 i hMSHó oraz hMSH2 i 
hMSH3; HNPCC —  dziedziczny niepołipowaty rak jelita gru­
bego; miejsce AP —  miejce apurynowe lub apirymidynowe; 
MED-1 —  białko wiążące hM L H l i DNA; M M R  —  naprawa 
błędnie sparowanych zasad; mtDNA -mitochondrialny DNA; 
mtMYH —  mitochondrialny homolog białka MutY E. co li; 
MTX -—  metotreksat; mutH, mutL, mutS —  białka systemu 
MMR E. coli; mutY —  glikozylaza E. coli biorąca udział w usu­
waniu oksydacyjnych uszkodzeń DNA; NER —  naprawa DNA 
przez wycinanie nukleotydów; P C N A — jądrowy antygen proli- 
ferujących komórek; RecJ —  egzonukleaza biorąca udział w re­
kombinacji homologicznej u E. coli: SSB -—■ białka stabili­
zujące jednoniciową strukturę DNA; UvrD —  helikaza II, 
białko systemu naprawy przez wycinanie nukleotydów; V0L0
—  linia komórkowa ludzkiego raka jelita grubego

‘Dr, 2 prof. dr hab. w Katedrze Genetyki Molekularnej Uniwer­
sytetu Łódzkiego, ul. Banacha 12/16, 90-237, e-mail janu- 
szb@biol.uni.lodz.pl

Contents:

I. Introduction
II. M ism atch repair in E. coli
III. M ism atch repair in hum an cells
IV. M ism atch repair and cancer
V. M ism atch repair and drug resistance
VI. M ism atch repair in m itochondrium
V II.C oncluding remarks

I. Wprowadzenie

Genom człowieka jes t narażony na działanie 
czynników chemicznych i fizycznych, mogących 
zakłócić jego strukturę i funkcjonowanie, co impli­
kuje utrzymanie integralności genomowego DNA 
jako warunek konieczny prawidłowego funkcjono­
wania komórki. Każdego dnia w każdej komórce 
człowieka ulega uszkodzeniu około 11000  nukleoty­
dów [1]. Zaburzenia struktury genomu m ogą przy­
czyniać się do rozwoju wielu groźnych chorób, w 
tym nowotworów złośliwych, dlatego też ważne jest 
poznanie mechanizmów systemów zapewniających 
utrzymanie i wierność przesyłania informacji gene­
tycznej w komórce, spośród których podstawowe 
znaczenie mają systemy naprawy uszkodzeń DNA.

Procesy naprawy DNA mogę mieć charakter lo­
kalny i polegać na naprawie uszkodzonego nukleoty- 
du i przywróceniu oryginalnej struktury DNA, tak 
jak  na przykład ma to miejsce w przypadku demety- 
lacji zmetylowanej guaniny przez białko Ada lub 
działania systemu naprawy przez wycinanie zasad 
(BER), polegającego na usunięciu uszkodzonej zasa­
dy, wycięciu krótkiego fragmentu DNA w pobliżu 
miejsca pozbawionego zasady (AP) i resyntezie 
DNA. Obszerniejsze uszkodzenia DNA m ogą być 
usuwane przez system naprawy przez wycinanie nu-
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kleotydów (NER). Zarówno BER jak  i NER w ym a­
gają nieuszkodzonej drugiej nici DNA, która służy 
jako matryca dla odtworzenia prawidłowej struktury 
pierwszorzędowej cząsteczki DNA. W DNA mogą 
także występować błędnie sparowane lub niesparo- 
wanc zasady i zarówno jedne jak  i drugie, jeśli nie 
zostaną naprawione, m ogą prowadzić do mutacji 
typu tranzycji/transwersji i przesunięcia ramki od­
czytu. Błędnie sparowane zasady można podzielić na

błędnic sparowanych zasad, przy czym para CC jest 
naprawiana z efektywnością wyraźnie niższą niż po­
zostałe niesparowania. Dodatkowo, system ten może 
rozpoznawać i naprawiać uszkodzenia DNA w po­
staci krótkich (do 5 nt) jednoniciowych pętli DNA 
(Ryc. 1). Podstawowymi składnikami tego systemu 
są białka mutS, mutL i mutH a jego substratem mogą 
być błędnie sparowane zasady w cząsteczce hemi- 
zmetylowanego DNA, w którym nić rodzicielska jest

ATP ExoVII (RecJ)
UvrD
SSB
polimeraza 
I ¡gaza 
metylaza

Ryc. 1. Naprawa błędnic sprawowanych zasad w E. coli.

trzy klasy (symbol gwiazdki podkreśla niepra­
widłową parę):

• puryna*pirymidyna (G*T, A*C)
• puryna*puryna (G*G, A*A, G*A)
• pirymidyna*pirymidyna (T*T, C*C, T*C) 
Błędnie sparowane zasady powstają najczęściej

podczas replikacji DNA, rekombinacji hom ologicz­
nej i w wyniku spontanicznej demetylacji 5 ’-metylo- 
cytozyny. Uszkodzenia te są najczęściej usuwane 
przez system naprawy błędnie sparowanych zasad 
(MMR), który tradycyjnie dzieli się na działający w 
obrębie bardzo krótkich, krótkich i długich odcin­
ków DNA. Najlepiej poznanym i scharakteryzowa­
nym systemem M M R jest poreplikacyjny system na­
prawy błędnie sparowanych zasad E scherichia coli 
uwarunkowany mctylacją adeniny w sekwencji 
5 ’-GATC-3’ działający w obrębie długich odcinków 
DNA.

II. Naprawa błędnie sparowanych zasad u 
E. coli

System naprawy błędnie sparowanych zasad 
E. coli może rozpoznawać i naprawiać większość

zmetylowana, natomiast nić potomna nie jest [2 - 12], 
Metylacja ma krytyczne znaczenie dla działania sys­
temu M M R u E. coli gdyż błędnie sparowane zasady 
są szczególnym typem uszkodzenia DNA, w którym 
nie występuje zmiana struktury zasad, ustalenie za­
tem, która z nich ma być usuwana jest imperatywem. 
Grupy metylowe są przyłączane do nici potomnej 
przez metylazę Dam do N 6 adeniny występującej w 
sekwencji 5 ’-G A T C -3’ po replikacji a nie w jej cza­
sie, co umożliwia systemowi naprawy odróżnienie 
nici rodzicielskiej od potomnej [8 ].

Białko MutS jest homodimerem zbudowanym z 
dwóch monomerów, w którym można wyróżnić do­
menę wiążącą niesparowane zasady ( 1), domenę 
łącznika (II), domenę rdzenia (III), domenę spi­
nającą (IV) i domenę w iążącą ATP (V) [13-15], W 
obecności substratu dwie podjednostki MutS for­
mują cząsteczkę w kształcie dysku zawierającym w 
środku otwór, w którym znajduje się DNA, 
wiążącym domeny I i IV. Dwie domeny IV obejmują 
DNA w większym rowku, zaś dwie domeny 1 od­
działują z mniejszym rowkiem [13-15]. Bezpośredni 
kontakt z obszarem DNA zawierającym błędne spa­
rowania następuje poprzez fenyloalaninę N-końco-
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wego motywu GXFY, występującego w domenie I. 
Motyw ten charakteryzuje się wysokim stopniem za­
chowania międzygatunkowego i został odnaleziony 
w większości homologów białka MutS w komórkach 
pro- i eukariotycznych [13,15]. W przypadku nie­
obecności substratu białko MutS formuje cząsteczkę 
przypominającą kształtem literę U. Prawdopodobnie 
rozpoznanie fragmentu DNA zawierającego uszko­
dzenie, błędnie sparowane zasady lub pętle DNA, 
jest warunkowane zmianami w strukturze DNA spo­
wodowanymi brakiem prawidłowego wiązania w o­
dorowego w miejscu uszkodzenia [15], W następ­
nym etapie do kompleksu M utS-DNA przyłączany 
jest ATP, co wywołuje zmiany w konformacji białka 
MutS, których konsekw encją jest opuszczenie przez 
homodimer miejsca uszkodzenia i jego przem iesz­
czenie z wytworzeniem pętli, na szczycie której znaj­
duje się fragment DNA zawierający niesparowane 
zasady [13,14,16,17].

Białko MutH wiąże się z hemizmetylowanym 
DNA i wykazuje aktywność endonukleolityczną 
[17]. Przyłączenie cząsteczki ATP do białka MutS 
powoduje aktywację MutH. Białko MutL, które two­
rzy kompleks z MutS i DNA, ma podobnie jak  MutS 
domenę wiążącą ATP [18,19]. Hydroliza ATP przez 
białko MutL wydaje się być niezbędna do aktywacji 
białka MutH i ma znaczenie dla inicjacji naprawy i 
formowania kompleksu naprawczego przez białko 
MutS [20], Hipotezę tą potwierdza fakt, że białko 
MutL, a nie MutS, oddziałuje z białkiem MutH [21], 
Białko MutL może również oddziaływać z białkiem 
uvrD (helikaza II), które uczestniczy w naprawie 
uszkodzeń DNA w szlaku N ER [22,23]. Długość 
fragmentu DNA podlegającego naprawie przez kom ­
pleks MutHLS może wynosić do 1 kpz [9,24]. Ponie­
waż jedna cząsteczka uvrD może rozwinąć nić na 
długości około 40-50 pz, rola białka MutL może po­
legać także na zapewnieniu ciągłości procesu 
przyłączania się helikazy II i tym samym kontynuacji 
rozwinięcia dupleksu DNA od miejsca nacięcia je d ­
nej nici przez MutH, aż do fragmentu zawierającego 
niesparowane nukleotydy [23]. Rozwinięta nić jest 
następnie degradowana przez egzonukleazy. Gdy na­
cięcie nici znajduje się po stronie 5 ’ uszkodzonego 
fragmentu DNA, niezmetylowana nić jest trawiona 
przez egzonukleazę ExoVIII lub RecJ, a ich brak po­
woduje zahamowanie naprawy heterodupleksu 
DNA, zawierającego niesparowane nukleotydy oraz 
nacięcie nici od strony 5 ’ miejsca uszkodzenia [25]. 
W przypadku, gdy nacięcie nici znajduje się od stro­
ny 3 ’ degradacja nici jest przeprowadzana przez eg­
zonukleazę ExoI [25]. W procesie tym m uszą brać 
udział również inne enzymy, gdyż brak ExoI nie po­

woduje utraty zdolności naprawy błędnie niesparo- 
wanych zasad przez kompleks mutHLS. Wyłączenie 
genów kodujących białka RecJ, ExoVII oraz ExoI 
nie powoduje wzrostu poziomu mutacji spontanicz­
nych, co sugeruje, że w szlaku MM R może brać 
udział więcej białek o właściwościach egzonukleazy 
[26-28]. Jednym z nich może być ExoX, charaktery­
zujące się właściwościami egzonukleazy 5 ’—» 3 ’ i 3 ’ 
—» 5 ’ [29], Nadekspresja ExoX w szczepie pozba­
wionym aktywności ExoI zmniejsza ilość mutacji 
powodowanych przez promieniowanie UV, nato­
miast mutacje w genach kodujących ExoX, RecJ. 
ExoVII i ExoI powodują wzrost wrażliwości kom ór­
ki na promieniowanie UV i zwiększenie ogólnej nie­
stabilności genomowej [30].

Jednoniciowy fragment DNA powstały w wyniku 
działania egzonukleaz systemu M M R jest osłaniany 
przed degradacją poprzez białka SSB [24], K ońco­
wym etapem procesu naprawy uszkodzeń DNA przez 
kompleks MutHLS jest synteza nici przez polimera- 
zę DNA III. Bezpośrednie powiązanie systemu 
M M R z replikacją DNA u E. coli potwierdza od­
działywanie białka MutS z podjednostką P polimera- 
zy DNA III [31],

III. Naprawa błędnie sparowanych zasad 
w komórkach człowieka

Poznanie sekwencji genów kodujących białka 
biorące udział w naprawie DNA systemu MMR 
E. coli pozwoliło na poszukiwanie ich homologów w 
genomach innych organizmów. Do tej pory zidenty­
fikowano homologi genów mutL  i mutS, natomiast 
brak jest doniesień wykazujących istnienie genów o 
wysokim stopniu homologii z genem m utH  E. coli. 
Analiza filogenetyczna genów należących do rodzi­
ny homologów genu m utS  E. coli wskazuje, że 
wszystkie te geny m ogą pochodzić od wspólnego 
przodka, którego należy szukać u archebakterii [32], 
Gen ten mógł trafić do mitochondrium komórki eu­
kariotycznej w wyniku procesu endosymbiozy, skąd 
następnie został przeniesiony do jądra, gdzie 
nastąpiło zwiększenie ilości jego kopii. Opisano 
również przypadek odwrotnego transferu, kiedy gen 
jądrow y m sh l S. cererisae  został przeniesiony do ge­
nomu mitochondrium [32],

Wyniki badań nad dziedzicznym niepolipowatym 
rakiem jelita grubego (HNPC) pozwoliły na identyfi­
kację genów oraz kodowanych przez nie białek sys­
temu MM R u człowieka (hMMR). Zidentyfikowano 
i opisano pięć homologów białka MutS E. coli z cze­
go trzy hMSH2, hMSH3 i H M SH 6 biorą udział w 
rozpoznaniu miejsca uszkodzenia DNA powstałego
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w wyniku błędnic sparowanych nukleotydów oraz 
sześć homologów białka MutL (http://www.cgal.ic- 
net.uk/DNA_Repair_Genes.h tm ł#M M R stan na 
dzień 02-04-2003).

Proces naprawy błędnic sparowanych zasad u 
człowieka rozpoczyna się od formowania heterodi- 
meru zawierającego białka hMSH2 i hMSH3 lub 
hMSHó [33, 34]. Dodanie heterodimeru hMSH2: 
hMSHó (hM utSa) do ekstraktu komórkowego uzy­
skanego z linii komórkowej VoLo nowotworu jelita 
grubego powoduje naprawę hcteroduplcksu DNA za­
wierającego błędnie sparowane zasady [33], Brak 
aktywności systemu M M R w komórkach po­
chodzących z tej linii może być spowodowany m uta­
cją w genie hmsh2, powodującą brak ekspresji kodo­
wanego przez nic białka [35]. Białko hM SH2 może 
również tworzyć kompleks z białkiem hMSH3 
(hMutS[3) oraz uczestniczyć w szlaku naprawy błęd­
nie sparowanych zasad bez udziału białka hMSHó 
[33]. Heterodimery h M u tS a  i hM utSp przyłączają 
różne substraty —  hM u tS a  łączy się preferencyjnie z 
dupleksem DNA zawierającym uszkodzenie w posta­
ci błędnie sparowanej pary zasad lub jednonukleoty- 
dowe wypętlenie, natomiast hM utSp wiąże DNA z 
wypętleniem dwu- lub więcej nukleotydowym [34, 
36], Heterodimer M utSa  może rozpoznawać także 
wypętlenia DNA powstałe w wyniku „poślizgu” po- 
limerazy DNA w replikacji. Zjawisko to zachodzi 
przede wszystkim przy powielaniu odcinków DNA 
zawierających sekwencje powtórzone wprost. 
M utSa  z wysoką specyficznością może rozpozna­
wać pętle powstałe w wyniku „poślizgu” polimerazy 
DNA na traktach (CA)n i (G)„ [37]. Brak jest świa­
dectw podobnie wysokiej specyficzności substrato­
wej w odniesieniu do kompleksu MutS[3. Specyficz­
ność M utSa  w usuwaniu pewnych, ściśle określo­
nych typów uszkodzeń DNA, których źródłem są 
niesparowane zasady oraz wysoka liczba ich kom bi­
nacji pozwalają przypuszczać, że istnieją inne nie­
opisane do tej pory białka biorące udział w naprawie 
niesparowanych zasad, działające podobnie jak  hete­
rodimery M u tS a  oraz MutSp.

Kolejnym etapem naprawy jest  przyłączanie hete­
rodimeru hM utL a  zbudowanego z białek hM LH l i 
hPMS2, które są homologami białka MutL E. coli, 
aktywującego endonukleazę MutH [38]. Rola hete­
rodimeru hM utL a  może, tak jak  w przypadku MutL 
E. coli, polegać na rearanżacji kompleksu hM utSa  
lub hMutSp z DNA i inicjowaniu procesu przyłącza­
nia innych składników hMMR, jednakże wydaje się, 
że hM utL a  nie jest czynnikiem niezbędnym dla 
funkcjonowania tego systemu [38], hM M R może 
działać zarówno w kierunku 5 ’ —> 3 ’ jak  i 3 ’ —> 5 ’, a

jego główną egzonukleazą jest, podobnie jak u bakte­
rii, ExoI [39-47],

Końcowy etap naprawy MM R u człowieka —  re- 
synteza nici z wyciętym fragmentem zawierającym 
uszkodzenie —  przeprowadzany jes t przez polimera- 
zę przy udziale jądrow ego antygenu proliferujących 
komórek, PCNA [48]. PCNA może się wiązać z 
hMSH2, hM L H l i hPMS2 i może brać udział w roz­
poznawaniu uszkodzenia oraz rozróżnieniu pom ię­
dzy nicią uszkodzoną i nieuszkodzoną [49-51, 31], 
Prawdopodobnie m echanizmem leżącym u podstaw 
rozpoznania nici zawierającej uszkodzenie jest me- 
tylacja wysp CpG, co może potwiedzać odkrycie 
białka MED1, które oddziałuje z białkiem hM LH l 
oraz odcinkiem DNA zawierającym zmetylowaną se­
kwencję CpG [52,53].

IV. Naprawa błędnie sparowanych zasad 
w transformacji nowotworowej

Zaburzenia funkcjonowania systemów naprawy 
DNA m ogą prowadzić do niestabilności genomowej, 
sprzyjającej indukcji i rozwojowi transformacji no­
wotworowej [54-56], Dziedziczny niepolipowaty 
rak jelita  grubego może być związany z inaktywacją 
białek systemu M M R spowodowaną mutacjami w 
kodujących je  genach [57-62], Mutacje te powodują 
zaburzenia naprawy DNA w obszarach genomu za­
wierających sekwencje mikrosatelitarne A n, (GGC)„, 
(CA)n i są specyficzne dla komórek nowotworowych 
[63-65], Niestabilność takich sekwencji mikrosateli- 
tarnych, poza rakiem jelita  grubego (częstość w ystę­
powania 12-28%), stwierdzono także w rakach 
żołądka (18-39%), jajn ików (16%), trzustki (67%) 
oraz płuc (45%) [6 6 ].

Występowanie HNPCC może być związane z m u­
tacjami w genach h m lh l i hm sh2  oraz, w mniejszym 
stopniu, w genie h p sm l [67]. W ekstraktach jąd ro ­
wych uzyskanych z kilku linii nowotworowych cha­
rakteryzujących się niestabilnością sekwencji mi- 
krosatelitarnych stwierdzono brak aktywnego syste­
mu naprawy niesparowanych zasad [33, 6 8 ], Analiza 
genetyczna tych linii komórkowych pozwoliła na 
stwierdzenie obecności zmutowanych alleli genów 
hm lh l  [69], hmsh2  [70] i hpms2  [71]. Dodanie do 
ekstraktu jądrow ego heterodimerów hM utS a  lub 
hM utL a przywracało zdolność naprawy heterodu- 
pleksu zawierającego błędnie sparowane zasady [33, 
38],

Proces inaktywacji systemu M MR może być za­
początkowany mutacją w jednym  z jego genów. Wię­
kszość takich mutacji ma charakter recesywny i do­
tyczy tylko jednego allelu. Aby doszło do całkowite­
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go „wyciszenia” genu potrzebna jes t  jeszcze mutacja 
w drugiej jego kopii, co może być następstwem spon­
tanicznej mutacji, utraty heterozygotyczności pod­
czas podziału mitotycznego, konwersji genu lub 
crossing-over. Opisano także przypadki w ystępow a­
nia nabytych, dominujących, nieaktywnych alleli 
ludzkich homologów białek MutS oraz MutL [33, 
72-77]. Ze względu na swój globalny zasięg mutacje 
takie powodują krótki czas przeżycia organizmu od 
momentu ich ujawnienia. Kolejnym mechanizmem 
prowadzącym do „w yciszania” bądź znacznego 
zmniejszenia aktywności systemu M M R są zaburze­
nia we wzorze ekspresji genów kodujących poszcze­
gólne czynniki tego systemu. Zmiana ekspresji j e d ­
nego z białek systemu M M R  może objawiać się w 
różny sposób, na przykład naprawiane m ogą być tyl­
ko uszkodzenia określonego typu lub zaburzeniu 
może ulec proces rozróżniania nici. Zmiany te są 
trudne do określenia, gdyż taki system M M R może 
pozostać aktywny in vitro. W komórkach drożdży 
S. cerevisae  transkrypcja genów msh2, m shó  oraz 
p m s l  jest ściśle powiązana w czasie z procesem re­
plikacji DNA, natomiast poziom  ekspresji pozo­
stałych genów M M R jest stały w trakcie całego cyklu 
komórkowego [78]. Inaktywacja genu kodującego 
białko PSM1 u drożdży wraz z rów noczesną nadeks- 
presją tego genu dostarczonego w wektorze plazm i­
dowym powodowało nabywanie przez komórkę fe­
notypu mutatorowego [78]. Fakt ten świadczy o nie­
zwykłej precyzji, z jak ą  kom órka reguluje czas oraz 
poziom ekspresji poszczególnych elementów syste­
mu MMR, a w szczególności PMS1. Podobne zale­
żności zaobserwowano u człowieka [79].

Ekspresja genów kodujących białka systemu 
MMR może się zmieniać w odpowiedzi na metylację 
wysp CpG. N iespotykaną wcześniej metylację regio­
nu promotorowego genu h m lh l  zaobserwowano w 
nowotworach jelita  grubego; metylacja była skorelo­
wana brakiem ekspresji tego genu i nieefektywnym 
systemem MM R [80],

Nadekspresja białka hMSH3 może hamować ak­
tywność systemu MMR. W wyniku amplifikacji 
genu dhfr, kodującego reduktazę folianową i 
dzielącego promotor z genem hm sh3, zwiększa się 
ilość wytwarzanego białka hM SH3, co zmienia sto­
sunek poziomów białek kompleksu MutSa/MutS{3. 
Zmniejszona ilość heterodimeru M u tS a  może nie za­
pewnić efektywnej naprawy wszystkich uszkodzeń 
DNA, będących wynikiem w ystępowania błędnie 
sparowanych zasad, podczas gdy uszkodzenia DNA 
w postaci pętli są naprawiane wydajnie. W efekcie 
następuje zjawisko znacznego zwiększenia częstotli­

wości występowania mutacji i nabywanie przez ko­
mórkę cech nowotworowych [81, 82],

V. Naprawa błędnie sparowanych zasad 
a oporność na leki

Oporność komórek nowotworow ych na leki jest, 
obok niepożądanych efektów ubocznych, najpowa­
żniejszą przeszkodą terapii przeciwnowotworowej. 
W szeregu badań stwierdzono korelacje pomiędzy 
rozwojem oporności i zaburzeniami funkcjonowania 
systemu M M R [83-91].

Nieefektywność układu M M R może być przyczy­
na oporności kom órek na 6 -tioguaninę (6 -TG) i 
czynniki metylujące: A-metylo-ń/-nitrozomocznik, 
temozolomid, dekabazin [92]. Cytotoksyczność 
6 -TG jest uw arunkowana jej przekształceniem do 
6 -tioGTP i w prowadzeniem  tak zmodyfikowanego 
nukleotydu do DNA podczas replikacji. Zm odyfiko­
wana zasada ulega metylacji poprzez transfer grupy 
metylowej z X-adenozynometioniny. Produkt tej re­
akcji może tworzyć pary z tyminą, dając substrat dla 
systemu M M R [93]. Analogiczny charakter ma m e­
chanizm cytotoksycznego działania wielu innych 
czynników metylujących DNA, których efektem 
działania jest obecność w DNA 0 6meG, mogącej 
tworzyć pary z tym iną lub cytozyną, jednakże para 
O r,meG-C nie jes t naprawiana przez M MR i może 
prowadzić do poważnych zaburzeń funkcjonowania 
komórki.

Oporności na lek przeciwnowotworowy meto- 
treksat (MTX) towarzyszyć może nadekspresja genu 
hmsh3, który, jak  już  wspominano, ma wspólny pro­
motor z genem dhfr kodującym reduktazę dihydrofo- 
lianową (DHFR), m ającą zasadnicze znaczenie dla 
syntezy zasad azotowych [94], MTX jest inhibitorem 
DHFR a oporność komórek na ten lek wiąże się z am- 
plifikacją genu dhfr  i wzrostem ilości jego produktu 
[95, 96], Efektem tego procesu może być zmiana ilo­
ści białka hMSH3, które tworzy z hMSH2 kompleks 
hMutSß. Ponieważ hMSH2 formuje z hM SH 6 hete- 
rodimer hM utSa , to zwiększony poziom hMSH3 
może prowadzić do zmniejszenia całkowitej ilości 
heterodimeru h M u tS a  poprzez zmniejszenie dostęp­
nej puli hMSH2. W komórkach białaczkowych linii 
HL-60 stosunek hM utSa :hM utS ß  wynosił 6:1, pod­
czas gdy w komórkach HL-60R opornych na MTX, 
był on równy 1:100 [96]. W konsekwencji system 
M M R nie naprawia uszkodzeń DNA spowodowa­
nych przez błędnie sparowane zasady. Upośledzenie 
systemu MM R wywołane przez MTX powoduje na­
bycie oporności na inne związki stosowane w terapii,
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w przypadku jeśli proces ten wiąże się ze zmianą ak­
tywności hM utSa .

Nic zostały jeszcze w pełni wyjaśnione mechani­
zmy oporności komórek z niesprawnym systemem 
MMR na powszechnie stosowane w chemioterapii 
leki cisplatynę (c/N-diamminodichloroplatynę) i dok- 
syrubicynę [92,97-99]. Cisplatyna tworzy preferen­
cyjnie wiązania krzyżowe pomiędzy sąsiednimi lub 
przedzielonymi jed n ą  zasadą guaninami, zaburzając 
replikację i transkrypcję komórek nowotworowych. 
Mechanizm cytotostatycznego działania cisplatyny 
jest więc odmienny od mechanizmu leżącego u pod­
staw działania związków metylujących, MTX i 
6 -TG. Niesprawny system naprawy błędnie sparowa-

a) Rozpoznanie niesparowanych nukleotydów

tynęjest konsekwencją inaktywacji szlaku zależnego 
od białka p53 [98], Wyłączenie tego szlaku często 
jest powiązane z brakiem naprawy uszkodzeń DNA 
spowodowanych wystąpieniem błędnie sparowa­
nych nukleotydów. Podobnie jak w przypadku 
pierwszego mechanizmu, molekularne aspekty tego 
procesu są złożone i nie do końca poznane [98],

VI. Naprawa błędnie sparowanych zasad 
w mitochondrium

Mitochondrialny DNA jest bardziej wrażliwy na 
uszkodzenia niż jego odpowiednik jądrow y ze 
względu na obecność reaktywnych związków che-

nić

potomna

rodzicielska

b) Fo

c) W*

Rys. 2. Naprawa błędnic sprawowanych zasad w komórkach człowieka.

nych zasad może powodować wzrost oporności na 
leki metylujące 2 0 - 1 0 0  razy, natomiast na cisplatynę 
—  1,5 do 3 razy [100-102],

Rozważać można co najmniej dwa mechanizmy 
oporności komórek nowotworowych na cisplatynę. 
Nieefektywny system MM R powoduje zwiększenie 
częstotliwości wprowadzanych do genomu mutacji, 
które zmieniają fenotyp komórki na pozwalający jej 
na przeżycie w obecności cisplatyny. Precyzyjne 
określenie charakteru mutacji oraz będących ich 
konsekwencją zmian fenotypowych, nie zostało do­
tychczas dokonane. W innym możliwym m echani­
zmie, oporność komórek nowotworowych na cispla-

micznych, towarzyszących szlakowi oddechowemu 
a także brak histonów [103]. W mitochondrium scha­
rakteryzowano szereg białek, które biorą udział w 
naprawie uszkodzeń DNA przez wycinanie zasad 
[104,105]. Uszkodzenie zasady może powstawać w 
wyniku działania reaktywnych form tlenu i mieć cha­
rakter mutagenny, tak jak  na przykład 7,8-dihydro-8- 
-okso-deoksyguanina (8 -oksoG), która może prowa­
dzić do transwersji GC —» AT [106]. Uszkodzenia ta­
kie w mitochondrium człowieka są wydajnie napra­
wiane przez białko mtM YH, będące homologiem 
białka MutY E. coli. mtMYH może naprawiać b łęd­
nie sparowane pary zasad A * 8 -oksoG [105]. Opisa-

POSTĘPY BIOCHEMII 49(3), 2003 131http://rcin.org.pl



no również inne białka mitochondrialne, które naprawy niesparowanych nukleotydów. Analiza z
uczestniczą w procesie usuwania uszkodzeń DNA użyciem przeciwciał dla MSH2 nie wykazała
powstałych w wyniku oksydacyjnie zmodyfikowa- obecności białek homologicznych do MSH2 w
nych zasad purynowych: h O G G l,  hM Y H l. Białka te mitochondriach wątroby szczura [109]. Wynik
sąglikozydazam i DNA, które w chodząw  skład mito- ten jes t w pewnym sensie zaskoczeniem, gdyż

Tabela 1

Składniki systemów naprawy błędnic sparowanych zasad u E. coli i ich homologi u niektórych cukariontów

E. coli S. cerevisiac S. pombe C. elegans D. melanogaster A. thaliana H. sapiens
MutS MSH2 MSH2 MSH2 SPEL1 MSH2 IVMSH2

MSI-I3 SWI4 — — MSH3 hMSIL3
MSIT6 MSI76 MSH6 MSI 16 MH6 hMSH6

— — — — MSFI7 —
MutL MLIII MLIII MLH1 MLIII MLIII hMLHl

PMS1 PM SI PMS1 PMS2 PMS1 hPMS2
MLH2 — — — — —
MLH3 — — — MLH3 hMLH3

MutH — — — — — —
- EX01 EX01 - TOSCA Q9C7NS EXO!

chondrialnego systemu BER [107]. Białka BER 
mogą naprawiać błędnie sparowane nukleotydy 
G*T, podczas gdy uszkodzenia DNA powstałe w 
wyniku błędnie sparowanych zasad innego typu, w 
tym G *G  nie są przez ten system usuwane [106,108].

wcześniej C h e n  i wsp. wykazali obecność 
białka MSH2 w takich mitochondriach [110], 
Brak homologu białka MSH2 sugeruje, że mito- 
chondrialny system M M R może działać niezależ­
nie od białka MSH2. Zaskakującym jest również

hMSH2

hMSH2

\
X J
hMutSp

Rys. 3. Preferencja substratowa heterodimerów biorących udział w naprawie uszkodzeń DNA wywołanych przez błędnic sparowane zasady i wy- 
pętlcnia DNA zbudowane z jednego, dwóch, trzech i czterech nukleotydów.

Błędnie sparowane nukleotydy G*T oraz G*G 
m ogą być usuwane z DNA przez ekstrakty kom órko­
we wątroby szczura, a wydajność tego procesu zale­
ży od stężenia ATP i jonów  dwuwartościowych, ana­
logicznie jak  w naprawie uszkodzeń DNA przez 
jądrow y system M M R [109]. Zatem w mitochon­
driach komórek wątroby szczura istnieje system na­
prawy błędnie sparowanych zasad homologiczny do 
jądrowego systemu MMR. Jak dotychczas brak jest 
danych, które pozwoliłyby na identyfikację białek 
wchodzących w skład mitochondrialnego systemu

fakt braku preferencji przy wyborze odpowiedniej 
nici w procesie naprawy błędnie sparowanych nu­
kleotydów [109], Brak dyskryminacji jednej nici 
podczas procesu naprawy błędnie sparowanych 
zasad może doprowadzić, w przypadku wyboru 
nici zawierającej nieprawidłowy nukleotyd jako 
matrycy w procesie naprawy, do powstania muta­
cji. Fakt ten tłumaczy wysoki stopień zmienności 
mtDNA w porównaniu do jądrow ego DNA [1 11, 
112]. Jednakże uszkodzenia DNA powstałe w w y­
niku błędnie sparowanych zasad zostałyby napra-
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Rys. 4. Znaczenie zaburzeń funkcjonowania systemu MMR w oporno­
ści na leki przcciwnowotworowe: Af-metylo-jY-nitrozomocznik 
(MNU), 6 tioguaninę (6-TG) i m-diam minodichloroplatynę 
(cisplatynę).

wionę podczas następnej replikacji mtDNA i w ta­
kim przypadku wcześniejsza interwencja systemów 
naprawczych jest niekorzystna dla bilansu energe­
tycznego komórki. W świetle uzyskanych do tej pory 
danych można przyjąć, że system M M R w m itochon­
drium służy przede wszystkim do naprawy uszko­
dzeń DNA występujących w postaci krótkich wypę- 
tleń nici DNA [109]. Hipotezę tą m ogą potwierdzać 
wyniki badań aktywności jądrow ego systemu MM R 
w komórkach z nieaktywnym  genem kodującym 
białko hMSH2. Ekstrakty uzyskane z tych komórek 
są zdolne do naprawy uszkodzeń DNA obecnych w 
postaci krótkich wypętleń, oraz w niewielkim stop­
niu naprawiają błędnie sparowane zasady [113]. Nie

można zatem wykluczyć, że naprawa niesparownych 
nukleotydów w mitochondrium jest przeprowadzana 
przez mitochondrialny homolog białka, które jest od­
powiedzialne za naprawę poreplikacyjnych uszko­
dzeń DNA w komórkach nieaktywnym białkiem 
hMSH2.

VII. Uwagi końcowe

Błędnie sparowane zasady powstają w DNA każ­
dego organizmu przede wszystkim jako konsekwen­
cja błędów w syntezie replikacyjnej i naprawczej, 
chemicznej modyfikacji zasad oraz rekombinacji po­
między nieidentycznymi sekwencjami DNA. Napra­
wa błędnie sparowanych zasad odgrywa zasadniczą 
rolę w utrzymaniu stabilności genomowej, a utrata 
zdolności M M R może być podstawą genetycznego 
uwarunkowania poważnych chorób, w tym now o­
tworów złośliwych. Brak prawidłowego funkcjono­
wania systemu M M R obserwowany jest też w wielu 
rakach sporadycznych. Wyniki badań przeprowadzo­
nych w ostatnich latach wskazują także, że zaburzo­
ne działanie M M R może stanowić podstawę rozwoju 
oporności kom órek rakowych na niektóre leki prze- 
ciwnowotworowe, w tym cisplatynę i antybiotyki an- 
tracyklinowe. Może to być konsekwencją niestabil­
ności genomowej wywołanej utratą M M R i zw ięk­
szonym tempem mutacji w kodujących i regulatoro­
wych obszarach genów, których produkty mogą 
określać reakcję komórek nowotworowych na lek. 
Utrata M M R może być również związana z oporno­
ścią na promieniowanie jonizujące.

Nadzieję na postęp w dalszym poznaniu mechani­
zmów i znaczenia M M R stwarza dostępność myszy z 
mutacjami typu utraty funkcji w genach m utS  i mutL. 
Badania z użyciem takich myszy pozwoliły na szcze­
gółową analizę konsekwencji inaktywacji MMR po­
przez wyłączenie tych genów oraz na dokładne okre­
ślenie ich znaczenia biologicznego, w szczególności 
ich indywidualnej roli w supresji transformacji no­
wotworowej. Pomimo, że fenotyp nowotworowy 
może zależeć od gatunku, funkcje MMR są stosunko­
wo dobrze zachowane pomiędzy gatunkami. Ponie­
waż obszary kodujące genów M M R u człowieka i 
myszy są w wysokim stopniu zachowane, to wydaje 
się możliwe stworzenie linii komórkowych w y­
wodzących się z myszy charakteryzujących się zm ia­
nami genetycznymi charakterystycznymi dla chorób 
człowieka związanych z zaburzeniami MMR, w tym 
dla dziedzicznego niepolipowatego raka jelita  grube­
go. Wydaje się prawdopodobne, że badania takie bę­
dzie można rozwinąć w kierunku poszukiwań bar­
dziej ogólnego znaczenia konsekwencji fenotypo-
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wych zmian w sekwencji genów kodujących białka 
naprawy DNA.
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Zaakceptowano do druku 3 lipca 2003
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W ykaz stosowanych skrótów: dsRNA —  dwuniciowe RNA 
(ang. double-stranded RNA); LPS —- lipopolisacharyd otoczek 
bakteryjnych (ang. Lipopolysaccharide); miRNA —  mikroRNA 
(ang. m icroRNA ); NM D  —  degradacja cząsteczek mRNA za­
wierających przedwczesny kodon terminacji translacji (ang. 
N onsense-M ediated Decay)', PKR —  kinaza białkowa zależna 
od dsRNA (ang. Protein K inase RNA-dependent); p re-m R N A —  
prekursorowy mRNA; PTGS —  posttranskrypcyjne wyciszanie 
genu (ang. P ost-transcriptional Gene Silencing); RNAi —  inter­
ferencja RNA (ang. RNA interference); RdRP —  polimeraza 
RNA zależna od RNA (ang. R NA-dependent RNA Polim erase); 
RISC —  kompleks wyciszający indukowany przez RNA (ang. 
RNA-induced Silencing Complex); rRNA —  rybosomalny RNA 
(ang. ribosom al RNA); siRNA —  małe interferencyjne RNA 
(ang. sm all interfering RNA); 3 ’UTR —  3 '-końcowy region 
transkryptu nie ulegający translacji (ang. 3 ’ U ntranslated Re­
gion); VIGS —  wyciszanie ekspresji genu indukowane obecno­
ścią w komórce wirusowego dsRNA (ang. Virus-induced Gene 
Silencing)

W jednym  z ostatnich numerów Postępów Bioche­
mii ukazał się artykuł na temat interferencyjnego 
RNA [1]. W publikacji znajduje się omówienie pod-

stawowego mechanizmu interferencji RNA (RNAi, 
ang. RNA interference) oraz szereg informacji po­
zwalających na zrozumienie biologicznego sensu ist­
nienia opisanych mechanizmów. Ponadto Czytelnik 
odnajdzie tam opracowanie metod stosowanych w 
badaniach nad RNAi.

Wszystkie powyższe zagadnienia zostaną tutaj w 
dużej mierze pominięte — jednak w taki sposób, aby 
nie zaburzyć odbioru artykułu, jako spójnej całości. 
Wiele wątków z pracy W y  s z k o i wsp. [1] jest kon­
tynuowanych —  zostały one rozbudowane.

I. Czym jest interferencja RNA ?

Interferencja RNA jest jednym  z epigenetycznych 
mechanizmów regulacji ekspresji genów [1 ,2].  Klu­
czowym składnikiem tego układu regulacyjnego jest 
dwuniciowy RNA —  dsRNA (ang. double-stranded  
RNA), powodujący degradację homologicznych

Licencjat, Pracownia Genetyki Molekularnej, Zakład Genetyki 
Medycznej, Instytut Matki i Dziecka w Warszawie, ul. Kasprza­
ka 7A, 01-211 Warszawa; biolog2@poczta.wp.pl

*Patrz: „Postępy Biochemii” 2003, 49: 2-8, Eliza Wyszko. Wi­
told Szaflarski, Jan Barciszewski —  „Interferencyjny RNA —  
molekularny regulator ekspresji genu” .
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cząsteczek RNA. Ogół procesów komórkowych, 
prowadzących ostatecznie do wspomnianej degrada­
cji RNA, określa się właśnie jako  interferencję RNA
[2], Skrót „RN A i” wydaje się być zarezerwowany 
dla procesów zachodzących w komórkach zwierzę­
cych. RNAi jes t jednak tylko składow ą ogółu proce­
sów posttranskrypcyjnego wyciszania ekspresji ge­
nów (ang. PTGS, P ost-transcrip tional Gene Silen- 
cing), które pierwotnie odkryto u roślin [3-5].

II. Mechanizm działania RNAi

Wydaje się, że podstawowy mechanizm działania 
RNAi jest silnie konserwowany ewolucyjnie i w ystę­
puje prawdopodobnie u większości, jeśli nie u 
wszystkich organizmów eukariotycznych [2, 6 ]. P ro­
cesy składające się na mechanizm RNAi (Ryc. 1) p o ­
dzielono na dwa etapy: etap inicjacyjny oraz etap 
efektorowy.

II-l. Etap inicjacyjny

Na etapie inicjacji cząsteczka dsR N A jes t cięta na 
fragmenty o długości 21-23 nukleotydów, zwane 
małymi interferującymi RNA, czyli siRNA (ang. 
sm ali ijiterfering RNA) [7]. Proces fragmentowania 
jest przeprowadzany przez enzym typu RNazy III 
(ang. RN ase l l l- lik e ) .  Enzym ten, u D. m elanogaster 
zwany Dicer, jest rybonukleazą specyficzną w zglę­
dem dsRNA [ 1, 8 ],

Rybonukleazy o charakterze RNazy III, dla k tó­
rych sugeruje się udział w procesach inicjujących 
RNAi, można podzielić na trzy grupy. Bakteryjna 
RNaza III zawiera pojedynczą domenę katalityczną 
oraz domenę w iążącą dsRNA. Pełni ona funkcje 
m.in. w procesach enzymatycznej przebudowy 
rR N A (ang. rRNA processing ) [9]. Homologi RNazy 
III charakterystyczne dla roślin i zwierząt podzielić 
można na dwie rodziny. Pierwsza z nich —  nukleazy 
Drosha, obejmuje enzymy zawierające dwie domeny 
katalityczne oraz domenę wiążącą dsRNA [10]. Dru­
ga rodzina —  nukleazy Dicer, różni się od nukleaz 
typu Drosha występowaniem N -końcow ej domeny 
helikazowej, zależnej od ATP [8 ]. Udział właśnie 
tego typu RNaz zasugerowano w m echanizm ach opi­
sujących RNAi [8 ]. Białka należące do rodziny RNaz 
typu Dicer, zidentyfikowane m.in. u D. m elanoga­
ster, A. tha liana , C. e legans, N. crassa  i ssaków, są 
silnie konserwowane ewolucyjnie. W każdym przy­
padku wykazano, że RNaza specyficzna dla danego 
gatunku rozpoznawała i hydrolizowała dsRNA, zaś 
produktem reakcji były siRNA o typowej charaktery­
styce [8 , 11, 12 ].

II-2. Etap efektorowy

W etapie efektorowym siRNA staje się częścią 
wielobiałkowego kompleksu zwanego RISC (ang. 
RNA-i_nduced S ilencing Complex) [13], W procesie 
zależnym od ATP siRNA, będący już  częścią RISC, 
ulega rozpleceniu do postaci jednoniciowego kwasu 
rybonukleinowego [14], Obecność tych krótkich, 
jednoniciowych fragmentów RNA aktywuje kom ­
pleks RISC. Jednoniciowy RNA tworzy pary typu 
Watsona-Cricka z komórkowymi transkryptami, k tó­
re zawierają regiony komplementarne do siRNA [14, 
15]. Następnym krokiem jest degradacja kom ple­
mentarnego transkryptu przez nie zidentyfikowaną 
do tej pory endorybonukleazę. Endonukleolityczne 
cięcie odbywa się w regionie transkryptu kom ple­
mentarnym do siRNA, w odległości ok. 10-12 nukle­
otydów od końca 3 ’ siRNA [16, 17]. Całkowita hy­
droliza transkryptu wym aga aktywności egzonukle- 
az [13]. Sugeruje się, że przynajmniej u Drosophila, 
egzonukleaza jest częścią RISC [12],

Zidentyfikowano jedynie część białek 
wchodzących w skład kompleksu RISC. Wśród nich 
znalazły się białka należące do rodziny Argonautę  
[1, 18], Biorą one m. in. udział w mechanizmach typu 
RNAi oraz w procesach regulacji rozwoju organi­
zmów. Prawdopodobnie w wielu przypadkach te 
funkcje się nie wykluczają. Przeciwnie, coraz czę­
ściej sugeruje się udział mechanizmów wyciszania 
ekspresji genów w regulacji rozwoju organizmów ro­
ślinnych i zwierzęcych [18].

Białka Argonautę  m ają silnie zasadowy charakter, 
który mógłby sprzyjać wiązaniu przez nie cząsteczek 
RNA. Istotnie, stwierdzono, że przynajmniej niektó­
re z tych białek wykazują tę zdolność [19, 20].

III. Cechy cząsteczek RNA indukujących 
RNAi

Cząsteczki RNA indukujące mechanizmy RNAi 
charakteryzują się specyficzną strukturą oraz specy­
ficznymi właściwościami chemicznymi. P a r r i s h  i 
wsp. [2 1 ] podjęli próbę określenia wspomnianych 
cech, wykorzystując najlepiej poznany pod w zglę­
dem RNAi organizm modelowy —  C. elegans. W 
pierwszej serii doświadczeń wykorzystano dsRNA o 
różnej długości (62-242 pz) i nie zachodzących na 
siebie wzajemnie sekwencjach. Sekwencja nukleoty- 
dowa segmentów pokrywała 717-nukleotydowy 
fragment sekwencji kodującej docelowego genu 
(ang. targeted gene). Każdy dsRNA indukował 
RNAi, choć z różną efektywnością. Nieważne było,
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któremu fragmentowi sekwencji docelowego genu 
odpowiadał segment dsRNA.

W kolejnej serii eksperymentów stosowano 
dsRNA, których sekwencja odpowiadała, nie za­
chodzącym na siebie, fragmentom docelowego genu. 
W sekwencjach tych nie występowały odpowiednio: 
A, G, U lub C. Tylko w jednym  z przypadków (brak G) 
nie udało się wywołać RNAi. Także w tym ekspery­
mencie wykazano, że skład nukleotydów w sekwencji 
dsRNA wydaje się nie odgrywać zasadniczej roli.

W badaniach tych potwierdzono również, że tylko 
dsRNA jest  w stanie indukować RNAi. Wykorzysta­
no do tego RNA, którego sekwencja odpowiadała 
dwóm różnym genom docelow ym  w układzie cis. 
RNA przygotowywano w ten sposób, że jedynie 
część segmentu miała charakter dwuniciowy. Po 
wstrzyknięciu RNA do nicienia stwierdzono RNAi 
skierowane tylko „przeciw ko” genowi, którego se­
kwencję reprezentowały w RNA dwie nici: sensowna 
i antysensowna.

Modyfikacje szkieletu fosforanow o-cukrow ego 
oraz zasad azotowych dostarczyły jednak  dowodów 
na nierównocenność nici: sensownej i antysensow- 
nej w mechanizmach RNAi. Stwierdzono ponadto, 
że to prawdopodobnie nić antysensowna oddziałuje 
bezpośrednio z transkryptem docelowego genu, co 
„skazywałoby” transkrypt na degradację.

Okazało się ponadto, że zdolność do indukowania 
RNAi wymaga występowania dsRNA w formie heli- 
kalnej. Manipulacje topologiczne (modyfikacje che­
miczne zasad azotowych), zaburzające strukturę he­
lisy typu A, redukowały indukujące właściwości 
dsRNA.

Wydaje się, że powstawanie cząsteczek siRNA o 
stałej długości 21-23 nukleotydów zapewnia wysoką 
specyficzność m echanizm ów RNAi. W rozwa­
żaniach pomija się jednak  fakt istnienia rodzin wie- 
logenowych —  zespołów genów o wysokim stopniu 
wzajemnej homologii [22]. Tymczasem postuluje 
się, że dsRNA reprezentujący sekwencje hom olo­
giczne, choć nieidentyczne z docelowym genem, 
mógłby być wykorzystany do indukcji mechani­
zmów RNAi, wyciszających ekspresję tego genu. 
Warunkiem, jaki musiałby spełniać gen miałaby być 
obecność segmentów ciągłej sekwecji, prawdopo­
dobnie o długości >30-35 nukleotydów, identycznej 
z sekwencją dsRNA. Sugeruje to dolną granicę ho­
mologii między sekwencjami —  ok. 90% [21, 23],

IV. Lokalizacja komórkowa RNAi

Kwestia przedziału komórkowego, w którym 
miałoby przebiegać RNAi pozostaje nie rozstrzy­

gnięta. Większość dowodów wskazuje, że RNAi jest 
procesem cytoplazmatycznym. Wykazano m in. w y­
ciszenie ekspresji genów, których transkrypty aku- 
mulują się w oocytach myszy w trakcie oogenezy 
[24]. Podobnie replikacja wirusów RNA, przebie­
gająca w cytoplazmie, jes t wstrzymywana na drodze 
zależnej od RNA tak w roślinach, jak  i u ssaków [25, 
26]. W komórkach człowieka transkrypty obecne na 
obszarze nukleoplazmy są odporne na proces degra­
dacji indukowany przez siRNA [27]. Ponadto, jed y ­
ny znany ludzki homolog Dicer zidentyfikowano na 
terenie cytoplazmy komórek HeLa [28], Zarówno u 
roślin [29], jak  i u D. melcinogaster [30] można 
wywołać RNAi stosując transgeny zawierające od­
wrócone sekwencje powtórzone —  ich transkrypty 
tworzą dsRNA w postaci „spinki do w łosów ” (ang. 
hairpin dsRNA), które po transporcie do cytoplazmy 
mogłoby być cięte do postaci siRNA. Wykazano, że 
transgeny tego typu indukują RNAi bardziej efek­
tywnie, jeśli dsRNA zawiera intron oraz sygnały po- 
liadenylacji. Takie dsRNA miałoby łatwiej ulegać 
eksportowi do cytoplazmy [31],

Okazało się także, że RNAi można wywołać sto­
sując siRNA homologiczne jedynie do intronów 
[32]. Sugerowałoby to, że pre-mRNA obecne w 
jądrze komórkowym również mogłoby podlegać m e­
chanizmom RNAi. Dodatkowe wątpliwości wnosi 
analiza RNAi u Chlamydomoncis reinhardtii. Wystę­
pujące u tej zielenicy białko MUT -6 jest helikazą 
RNA obecną w jądrze komórkowym, wym aganą w 
mechanizmie PTGS [2, 33]. Wykazano ponadto, że 
helikaza MUT -6 jest konieczna w procesie degrada­
cji transkryptów transpozonowych nie ulegających 
poliadenylacji [33]. Przyjmuje się, że brak poliade- 
nylacji powoduje retencję tych transkryptów w 
jądrze komórkowym [2]. W świetle opisanych fak­
tów pytanie o istnienie jądrowego kompleksu typu 
RISC, a więc i jądrow ych mechanizmów RNAi, po­
zostaje otwarte.

V. Pokoleniowe przekazywanie i rozprzes­
trzenianie RNAi w organizmie

Poprzez wprowadzenie dsRNA wykazano, że ce­
cha wyciszenia ekspresji przynajmniej kilku genów 
może być u C. elegans przekazywana potomstwu 
[34-36], Zjawisko takie opisano także w rodzaju Tri- 
bolium  (C oleoptera ) [37].

U nicienia C. elegans  zaobserwowano wyciszenie 
konkretnych genów w przypadku osobników pokole­
nia F i, będących potomstwem hermafrodytycznego 
osobnika rodzicielskiego, któremu wcześniej 
wstrzyknięto odpowiedni dsRNA [34-36]. W więk-
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szóści przypadków przywrócenie ekspresji docelo­
wego genu obserwowano już  w pokoleniu F2 [34, 
36], Jedynie w eksperymentach, w których RNAi do­
tyczyło genów ulegających ekspresji w linii żeńskich 
komórek płciowych, RNAi obserwowano w pokole­
niu F2, a w mniejszym stopniu również u osobników 
w kolejnych pokoleniach [38], Wykonanie krzyżó­
wek genetycznych pozwoliło stwierdzić, że przeka­
zanie opisywanej cechy potom stw u wiąże się z obec­
nością w oocytach, bądź plemnikach czynnika o do­
minującym charakterze [38].

Wiadomo, że dziedziczenie niektórych efektów 
epigenetycznych wiąże się z odwracalnymi zm iana­
mi w obrębie danego genu, lub struktury chromatyny 
w regionie sekwencji tego genu. Hipotezę tę spraw­
dzono u C. elegans. Wyhodowano szczep nicienia, 
którego samce, należące do pokolenia F i , miały dele- 
cję jednego z dwóch alleli genu, względem którego 
można było u nich indukować RNAi. Plemniki sam ­
ców, nie zawierające dzikiego allela docelowego 
genu, były zdolne do przekazania pokoleniu F2 cechy 
wyciszenia ekspresji danego genu przez odpow ied­
nie dsRNA. Tak więc przekazanie tej cechy pokole­
niu F2 okazało się nie być związane z docelowym lo- 
cus [38].

U C. elegans  zidentyfikowano dwie grupy genów 
koniecznych dla zaistnienia RNAi [35]. Mutanty w 
genach należących do pierwszej grupy: rde-1 i rde-4  
(rde, ang. R N A i-deficien t), w ykazują defekt m echa­
nizmów RNAi. Poza tym ich fenotyp wydaje się nie 
zmieniony. Mutanty w genach drugiej grupy: rde-2, 
rde-3, mut-2, m ut-7 (m u t , ang. mu tutor), wykazują 
defekt mechanizmów RNAi, a ponadto charaktery­
zują się aktywacją transpozonów na zwiększonym 
poziomie, obniżoną płodnością  oraz w ysoką często­
ścią utraty chromosomu X w czasie mejozy, skut­
kującą zwiększonym odsetkiem samców. W bada­
niach nad genetycznymi uw arunkowaniam i procesu 
przekazywania efektu wyciszenia docelowych ge­
nów G r i s h o k i wsp. [38] analizowali funkcję czte­
rech ze wspomnianych wcześniej genów: rde-1 , 
rde-4 , rde-2 i mut-7. Wykazano, że przekazanie 
osobnikom pokolenia F, i F2 cechy wyciszenia eks­
presji docelowego genu wymaga ekspresji genu 
rde-1, ale tylko u osobników rodzicielskich. Ekspre­
sja genów rde-2 i mut- 7 była natomiast konieczna tak 
w organizmach rodzicielskich, jak  i u osobników w 
pokoleniach Fi i F2. Wykazano ponadto, że efekty za­
leżne od ekspresji genu rde-1 , bezwzględnie w ym a­
gają ekspresji genu rde-4. Przypuszcza się, że p ro ­
dukty genów rde-1 i rde-4  b iorą udział w tworzeniu 
pozagenowego czynnika, który w arunkowałby prze­
kazywanie „cechy RNAi” z pokolenia na pokolenie.

Proponowane rozwiązanie zakłada funkcje efektoro- 
we dla produktów genów rde-2  i mut-7.

Dziedziczenie efektu wyciszenia ekspresji kon­
kretnych genów oraz uogólniony charakter tego w y­
ciszenia w całym ciele C. elegans, wskazuje na ko­
nieczność istnienia m echanizmów powielania i roz­
przestrzeniania „sygnału” wyciszającego ekspresję. 
Mechanizmy posttranskrypcyjnego wyciszania ge­
nów zależne od dsRNA, obserwowane u roślin oraz u 
C. elegans, wym agają obecności białka o charakte­
rze polimerazy RNA zależnej od RNA-RdRP (ang. 
RN A-directed RNA ¡¿olymerase). Proponowany m o­
del rozprzestrzeniania RNAi zakłada, że siRNA 
miałoby służyć jako starter syntezy wtórnych cząste­
czek dsRNA na matrycy transkryptów docelowego 
genu [39, 40], Powstające cząsteczki dsRNA 
miałyby być cięte przez nukleazę Dicer, a produktem 
hydrolizy byłyby nowe cząsteczki siRNA, akty­
wujące kompleks RISC [39, 40]. Zgodnie z pow yż­
szymi założeniami udało się uzyskać wyciszenie 
konkretnych genów, wstrzykując C. elegans  krótkie 
antysensowne oligomery RNA [41]. Ponieważ białka 
RDE-1 i RDE-4 wymagane sąjedynie  w procesie ini­
cjacji RNAi i tylko u nicieni pokolenia rodzicielskie­
go, to wyjaśnienia wym aga kwestia dostarczania 
wtórnych cząsteczek dsRNA do nukleazy Dicer. M o­
żliwe jest, że RdRP tworzy kompleks z Dicer. W ten 
sposób nowo powstające dsRNA byłyby od razu do­
stępne dla Dicer, bez konieczności angażowania 
białek RDE-1 i RDE-4 [2],

RNAi u C. elegans cechuje systemowy, uogólnio­
ny —  w kontekście całego organizmu —  charakter 
tego zjawiska. Wstrzyknięcie dsRNA do danej tkanki 
nicienia skutkuje wyciszeniem ekspresji konkretne­
go genu także w innych tkankach [34], Systemowy 
charakter RNAi z pew nością wymaga powielania 
bliżej nie sprecyzowanego sygnału, wywołującego 
ogólnoustrojowy efekt RNAi (jedynie komórki ner­
wowe nie wykazują, lub wykazują na obniżonym po­
ziomie, zjawiska RNAi [42] . Poszukiwano więc 
loci, odpowiedzialnych za defekt systemowgo 
RNAi, ale bez wpływu na inicjację i utrzymywanie 
typowego, ograniczonego do konkretnej tkanki. 
RNAi. W i n s t o n i wsp. [45] zidentyfikowali loci 
sid  (ang. system ie RNA ijiterference-deficien t). U zy­
skane mutanty podzielono na 3 grupy komplementa- 
cyjne —  sid-1, -2, -3. Znana jes t w tej chwili wstępna 
charakterystyka loeus s id -1 . Produktem genu sid-1

Nstnieją  jednak doniesienia o efektywnym uzyskiwaniu RNAi 
w komórkach układu nerwowego C. elegans: [43, 44]
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jest białko SID-1 zawierające prawdopodobnie 11 
domen transbłonowych i lokalizowane w peryferycz- 
nych obszarach komórki. Jego funkcja pozostaje n ie­
znana. Możliwe, że stanowi ono kanał błonowy dla 
dsRNA, siRNA, lub innej, nie zidentyfikowanej 
cząsteczki sygnałowej [45]. Nie wykluczone, że 
białko to jes t receptorem błonow ym  dla nie poznane­
go jeszcze czynnika sygnalnego, decydującego o 
rozprzestrzenieniu się RNAi w organizmie C. ele- 
gans  [45].

VI. MikroRNA

Wspominana wcześniej nukleaza Dicer jes t w sta­
nie wytwarzać, różną od siRNA, klasę cząsteczek 
RNA. Są to miRNA (ang. mi ero RN  A ) —  krótkie 
cząsteczki RNA o długości 21-23 nukleotydów [48, 
49]. W odróżnieniu jednak  od siRNA są to cząsteczki 
jednoniciowe [50]. m iRNA występują powszechnie 
u roślin, bezkręgowców i kręgowców. Jednymi z od­
krytych jako pierwsze były lin-4  i let-7, określone

Inne funkcje 
np. inhibicja 
translacji

Rozpoznanie oraz przecięcie 
docelowego transkryptu

Modulowanie struktury 
chromatyny

Ryc. 1. Wynikiem aktywności nuklcazy Diccr są siRNA i miRNA. Aby pełnić swe funkcje siRNA musi utworzyć kompleks z białkami (siRNP); 
miRNA może natomiast wpływać na ekspresję genów bezpośrednio, lub prawdopodobnie tak jak siRNA —  także po utworzeniu kompleksu z
białkami (miRNP). Linią przerywaną (-------- ) zaznaczono, mogący dodatkowo istnieć w komórce, szlak ampłifikacji cząsteczek dsRNA,
będących substratem nuklcazy Diccr —  na matrycy komórkowych docelowych transkryplów polimeraza RNA zależna od RNA syntetyzuje 
nowe cząsteczki dsRNA (polimeraza ta występuje u A. thaliana oraz C. elegans, ale nie D. melanogaster i człowieka). Dicer —  nukleaza wy­
twarzająca siRNA z dłuższych cząsteczek dsRNA oraz miRNA z prckursorowych pre-miRNA; dsRNA —  dwuniciowc RNA, miRNA —  
mikroRNA; RdRP —  polimeraza RNA zależna od RNA; RISC —  kompleks wyciszający indukowany przez RNA— jest prawdopodobne, że w 
jego skład może wchodzić nic tylko siRNA, ale także miRNA; siRNP/miRNP to kompleksy rybonukleoproteinowe, których komponent rybo­
nukleinowy stanowią odpowiednio: siRNA (właśnie ten kompleks określono pierwotnie jako RISC) lub miRNA; oznaczenie CH3 symbolizuje 
metylację -— jedną z modyfikacji DNA, wpływającą na aktywność transkrypcyjną chromatyny; zacicniowane elipsy symbolizują białkowy 
komponent kompleksów RNP.

Proteomy —  mysi i ludzki, zawierają  białka bar­
dzo podobne w sekwencji aminokwasowej do S ID -1, 
co mogłoby sugerować, że RNAi u tych ssaków ma 
również systemowy charakter [45].

Także procesy posttranskrypcyjnego wyciszania 
ekspresji genów opisane u roślin, m ogą rozprzestrze­
niać się w obrębie organizmu. Również w tym przy­
padku zaobserwowano przekazywanie wspomnianej 
cechy potomstwu [46, 47],

wtedy jako stRNA (ang. sm ali tem poral RNA) [51, 
52], Są to RNA stwierdzone u C. elegans , biorące 
udział w regulacji mechanizmów rozwoju nicienia. 
Cząsteczki te wiążą się w obrębie regionów 3 ’UTR 
docelowych transkryptów, przy czym wiązana se­
kwencja nie jest w pełni komplementarna do sekwen­
cji miRNA. Skutkiem opisanego oddziaływania jest 
zablokowanie translacji docelowych transkryptów. 
Funkcja innych znanych miRNA pozostaje nic w yja­
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śniona. Coraz więcej wskazuje jednak  na wzajemną 
zależność pomiędzy miRNA, a mechanizmami 
RNAi [53-55],

Wciąż niewiele wiadomo na temat biogenezy 
miRNA. W komórkach ssaków dojrzewanie miRNA 
przebiega w co najmniej dwóch etapach. Początko­
wo powstają długie transkrypty (pri-miRNA), k tó­
rych cięcie prowadzi do prekursorów o długości ok. 
70 nukleotydów (pre-miR.NA). Do tego momentu 
RNA pozostaje na terenie nukleoplazmy. Prekursory 
są następnie eksportowane do cytoplazmy, gdzie nu- 
kleaza Dicer przecina je, produkując cząsteczki 
długości 21-23 nukleotydów. W spó lnącechąm iR N A  
jest to, że analiza struktury drugorzędowej 
pre-miRNA in siiico, pozwala zazwyczaj przewidy­
wać formy przestrzenne typu „trzonka z g łówką” 
(ang. stem -loop). Komplcmentarność zasad azoto­
wych w ich obrębie jest często zaburzona. Wydaje 
się, że większość p re -m iR N A jest  kodowanych w re­
gionach międzygenowych genomu, wykorzystując 
do swej ekspresji autonomiczne promotory. Znane są 
jednak policistronowe transkrypty, stanowiące pre­
kursory dla pre-miRNA [50].

Pierwotnie przyjmowano, że funkcje siRNA i 
miRNA nie zachodzą na siebie. siRNA przypisano 
rolę w mechanizmach RNAi —  specyficznej degra­
dacji homologicznych transkryptów, zaś miRNA 
miało hamować translację, nie wpływając jednak  na 
stabilność transkryptów. Niedawne doniesienia osta­
tecznie burzą tak ścisły rozdział funkcji między te 
klasy cząsteczek RNA. W ludzkich komórkach HeLa 
zidentyfikowano nowy kompleks rybonuklcoprote- 
inowy —  miRNP, w skład którego wchodzi co naj­
mniej 40 różnych miRNA, a ponadto białka: Geminy 
-3, -4 oraz białko A rgonautę  eIF2C2 [55]. Temu od­
kryciu towarzyszyło kolejne. Okazało się, że funk­
cja, jak ą  spełniać będzie dany miRNA, zależy w du­
żej mierze od stopnia jego  komplementarności z do­
celowym transkryptem [53], Na podstawie sekwen­
cji RNA Iet-7  przygotowano lc t-7 -siRNA. Cząstecz­
ka taka indukowała RNAi w lizatach komórek zarod­
kowych Drosophila. Podobną, specyficzną reakcję 
wywołało podanie prekursora p rc-let-7  RNA, prze­
kształcanego przez nukleazę Dicer do postaci jedno- 
niciowego kwasu rybonukleinowego. Tak więc do­
stępność in vitro ściśle komplementarnego substratu 
umożliwiała miRNA udział w mechanizmach RNAi. 
Stwierdzono ponadto, że dodanie do lizatu komórek 
HeLa transkryptu zawierającego sekwencje hom olo­
giczne z le t-7 , indukowało specyficzną odpowiedź 
RNAi. Sugerowałoby to istnienie w cytoplazmie ko­
mórek HeLa enzymu typu RISC, w skład którego 
wchodziłby ludzki homolog /e/-7-miRNA. Homolog

taki (miR-98, paralog le t-7 , różniący się od let-7  w 
dwóch pozycjach nukleotydowych [55]) stwierdzo­
no w opisywanym wcześniej kompleksie miRNP 
[55]. Zaangażowanie kompleksu rybonukleoprote- 
inowego w opisywaną degradację transkryptów let-7  
potwierdzono w testach aktywności anty-/T/-7 koim- 
m unoprecypitowanych składników białkowych 
kompleksu. Zaproponowano, że kompleks miRNP 
mógłby być ludzkim odpowiednikiem RISC. Ze 
względu na udział w ludzkim RISC składników 
m iRNA (co nie wyklucza obecności siRNA), w yci­
szanie ekspresji genów mogłoby odbywać się na dwa 
sposoby. Z jednej strony m iRNA mogą zachowywać 
się jak  siRNA —  kiedy dostępny jest w pełni kom ple­
mentarny transkrypt. Z drugiej strony miRNA 
mogłoby hamować translację, wiążąc docelowe tran­
skrypty w procesie o mniejszych wymaganiach 
względem komplementarności oddziałujących 
cząsteczek.

Występowanie miRNA stwierdzono także u ro­
ślin. Są to, podobnie jak  u zwierząt, cząsteczki o 
długości ok. 20-24 rybonukleotydów, powstające z 
prekursorów przyjmujących s truk tu ręstem -ioop. Su­
geruje się jednak, że prekursory roślinnych miRNA, 
jeśli istnieją, są prawdopodobnie ok. 3 razy dłuższe, 
niż ich odpowiedniki u zwierząt. Ponadto, utrata ak­
tywności nukleazy Dicer u zwierząt związana jest z 
akum ulacją cząsteczek prekursorowych. Takiej sytu­
acji nie zaobserwowano w komórkach Arabidopsis, 
pozbawionych funkcji genu c a f  (ang. carpel facto- 
ry), którego produktem jest homolog nukleazy Dicer. 
Jedynym identyfikowanym efektem braku białka 
CAF był spadek ilości dojrzałych cząsteczek 
miRNA. Możliwe, że prekursory miRNA u roślin 
ulegają bardziej gwałtownym przekształceniom po- 
sttrankrypcyjnym, niż pre-miRNA u zwierząt. Z dru­
giej strony nie wyklucza się kotranskrypcyjnego 
przekształcania prekursorowych transkryptów [56],

Analiza obecności miRNA u C. elegans , D. mela- 
nogaster  i Homo sapiens  pozwoliła zidentyfikować 
łącznie ponad 135 różnych miRNA. Jednak żadne ze 
zidentyfikowanych miRNA nie jest w pełni kom ple­
mentarne z występującymi w tych organizmach 
cząsteczkami mRNA [53], Natomiast u A  thaliana  i 
ryżu zidentyfikowano miRNA w pełni, lub prawie 
całkowicie komplementarne do potencjalnych, doce­
lowych mRNA [56]. Przykładem może być miR171 
u A. thaliana. oddziałujące z transkryptami genów 
kodujących prawdopodobne czynniki transkrypcyi- 
ne należące do rodziny SCL (ang. Scarecrow-Uke) 
[54]. Takie oddziaływanie skutkuje przecinaniem 
docelowych transkryptów w obrębie regionu wza­
jemnej komplementarności cząsteczek. Sugero­
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wałoby to, że ta klasa mi RNA mogłaby funkcjono­
wać jak  siRNA u zwierząt i brać udział w m echani­
zmach PTGS u roślin.

Tak u roślin, jak  i zwierząt funkcje zależne od siR­
NA i miRNA zdają się silnie na siebie zachodzić, bez 
względu na istniejące różnice w biogenezie obu klas 
RNA.

VII. Próby terapeutycznego wykorzystanie 
RNAi

Terapia na poziomie komórki, polegająca na zaha­
mowaniu aktywności biologicznej danej cząsteczki, 
dotyczyć może etapu transkrypcji docelowego genu, 
etapu posttranskrypcyjnego lub posttranslacyjnego. 
Celem tradycyjnej terapii są białka —  zwykle enzy­
my, bądź receptory. Powszechnie stosowane leki to 
zazwyczaj substancje o małej masie cząsteczkowej. 
Przełomem stały się próby z wykorzystaniem kw a­
sów nukleinowych -—- terapia antysensownymi kw a­
sami nukleinowymi [57] oraz technologia tripleksów
[58]. Największym ograniczeniem obu metod stał się 
brak skutecznego sposobu dostarczania terapeutycz­
nych cząsteczek do miejsc ich oddziaływania w orga­
nizmie.

Z RNAi wiąże się duże nadzieje, ponieważ terapia 
oparta na tym zjawisku wykorzystywałaby naturalny 
proces komórkowy. Wiadomo ponadto, że jes t to m e­
chanizm bardzo specyficzny, który u roślin i n iektó­
rych zwierząt, może przyjmować systemowy charak­
ter [45, 46]. Taki uogólniony charakter należałoby w 
tym momencie rozumieć jako przełamanie bariery, 
której nie pokonały terapie oparte na antysensach i 
tripleksach. W naturalny sposób rozwiązywałby się 
problem dostarczania terapeutycznego kwasu nukle­
inowego do różnych tkanek organizmu jednocześnie. 
Należy jednak zauważyć, że istnieje bardzo mało do­
wodów na uogólniony charakter RNAi u ssaków, a 
wydaje się, że właśnie od tego, czy RNAi w organi­
zmie człowieka przyjmuje systemowy charakter oraz 
od trwałości uzyskiwanego efektu, zależeć będzie 
powodzenie prób terapii chorób człowieka. Ponadto 
należy zwrócić uwagę, że obecność stosowanego w 
terapii RNA w wielu tkankach jednocześnie, będąca 
rezultatem systemowego RNAi, mogłaby prowadzić 
do wyciszania genu w tkance, gdzie jes t to n ie­
pożądane. Nie znamy w tej chwili skutecznego roz­
wiązania tego problemu.

Projektując nowe strategie terapii z wykorzysta­
niem RNAi należy pamiętać o tym, że ssacze kom ór­
ki nie są obojętne względem procesu wprowadzenia 
do nich dsRNA. Wykazano, że konsekwencją obec­
ności dsRNA w komórce jest aktywacja kinazy

białkowej zależnej od dsRNA (PKR; ang. Protein 
Kinase dsRNA-dependent). PKR jest kinazą biorącą 
udział w szlakach transdukcji sygnału, indukowa­
nych nie tylko przez dsRNA, ale także bakteryjny 
LPS i wiele cytokin. Związanie dsRNA z kinazą PKR 
aktywuje j ą  i prowadzi do fosforylacji małej podjed- 
nostki eukariotycznego czynnika inicjacji translacji 
eIF-2a. Konsekwencją jest zablokowanie translacji. 
Poza tym PKR kontroluje aktywność takich czynni­
ków regulatorowych, jak: NF-kB, TP53 oraz STAT
[59].

Ponadto, obecność dsRNA w komórkach może za­
decydować o ich śmierci. PKR pośredniczy bowiem 
w procesach apoptotycznych. Wśród genów, których 
ekspresję na zwiększonym poziomie obserwuje się w 
odpowiedzi na aktywność PKR są m. in. FAS, B A X  i 
TP53. Wykazano, że dsRNA stymuluje także aktyw­
ność syntetazy (2 ’-5 ’) oligo (A) —  enzymu produ­
kującego kwas 2 ’-5 ’ poliadenylowy. Kwas 2 ’-5 ’ po- 
liadenylowy jes t aktywatorem RNazy L. Ta endory- 
bonukleaza bierze prawdopodobnie udział w regula­
cji metabolizmu m R N A na terenie komórki. Postulu­
je  się jej udział w procesach odpowiedzi na infekcję 
wirusową, ale także w mechanizmach apoptozy [59, 
60].

Nie zawsze więc dostarczanie dsRNA do komórek 
musiałoby dawać efekt leczniczy. Zauważono jed ­
nak, że opisywane ograniczenia dotyczą być może 
tylko dużych cząsteczek dsRNA [61 ]. Tak więc tera­
pia mogłaby polegać na stosowaniu dsRNA o odpo­
wiednio mniejszej masie cząsteczkowej, lub specjal­
nie w tym celu projektowanych wektorów DNA [62],

VII-1. Strategie dostarczania terapeutycznych  
cząsteczek RNA do komórek

Strategie dostarczania terapeutycznych cząste­
czek RNA do komórek można podzielić na dwie gru­
py. RNA może być dostarczany „z zewnątrz” —  za­
zwyczaj jest wstrzykiwany (pod uwagę bierze się 
właściwie tylko siRNA). A lternatywną metodą jest 
wprowadzanie do komórek wektorów plazmido­
wych, pozwalających na ekspresję terapeutycznych 
cząsteczek RNA. RNAi indukowane przez egzogen­
ny R N A jest zwykle krótkotrwałe. Względnie trwały 
efekt uzyskuje się z wykorzystaniem wektorów.

O metodach wykorzystywanych w celu uzyskania 
wewnątrzkomórkowej ekspresji siRNA pisano już w 
Postępach B iochem ii [1], Strategie te zaowocowały 
efektywnym i bardzo specyficznym RNAi w kom ór­
kach ssaczych (siRNA zawierający pojedyncze 
punktowe mutacje nie wywoływał RNAi) [62]. Od­
krycia te stały się powodem dyskusji na temat terapi
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genowej z wykorzystaniem RNAi. Można by w y­
obrazić sobie siRNA skierowane tylko „przeciwko” 
zmutowanemu allelowi konkretnego genu. Jeśli 
osobnik byłby heterozygotą wzglądem danego genu, 
RNAi powodowałoby zachowanie funkcji tylko pra­
widłowego allela. Jest to wizja terapii chorób dzie­
dziczących się w sposób autosomalny dominujący. 
Terapia taka pozostaje na razie w sferze teoretycz­
nych rozważań.

Cały czas podejmowane są próby wprowadzania 
długich cząsteczek dsRNA do komórek ssaczych. 
Związane jes t to z możliwością powstawania wielu 
różnych siRNA z jednej długiej cząsteczki dsRNA. 
Nukleaza Dicer wytwarzałaby zestaw siRNA skiero­
wanych „przeciwko” różnym sekwencjom w obrąbie 
tego samego docelowego transkryptu. Można także 
wyobrazić sobie projektowanie złożonych dsRNA, 
zawierających segmenty sekwencji kom plem entar­
nych do kilku transkryptów. Byłby to sposób na je d ­
noczesne „uderzenie” w więcej, niż jeden  gen jed n o ­
cześnie. Stosowanie dsRNA i powstawanie całego 
zestawu siRN A m ogłoby mieć jeszcze jednąkorzyść. 
Zabezpieczałoby ono przed rozwinięciem się „opor­
ności na terapię RN Ai” . Oporność taka mogłaby po­
jawiać się w wyniku np. mutacji punktowych w doce­
lowym genie, zwłaszcza w obrębie jego sekwencji 
kodującej. Efekt ochronny wynikałby z faktu w ytw a­
rzania przez Dicer wielu różnych siRNA, wśród któ­
rych znalazłby się prawdopodobnie siRNA kom ple­
mentarny do sekwencji docelowego transkryptu 
poza miejscem występowania mutacji [2 2 ].

Z punktu widzenia terapii chorób człowieka naj­
istotniejsze wydają się opublikowane w ostatnim 
czasie prace dotyczące efektów ekspresji ok. 500 nu- 
kleotydowych dsRNA w komórkach myszy. W swo­
ich badaniach P a d d i s o n i wsp. [63] wykorzystali 
różne linie komórkowe: zarodkowe komórki nowo­
tworowe (ang. em brionie carcinom a ce lls), p ierw ot­
ne komórki zarodkowe oraz mioblasty. W przypadku 
komórek nowotworowych oraz pierwotnych kom ó­
rek zarodkowych obecność dsRNA stymulowała spe­
cyficzną redukcję ekspresji docelowych genów. 
Mogłoby to sugerować istnienie mechanizmów 
RNAi w komórkach pochodzenia zarodkowego u 
myszy. Byłoby to szczególnie cenne z punktu widze­
nia zabiegów transgenezy zwierząt. Zyskano by w 
ten sposób metodę wyciszania konkretnych genów 
„w kontekście” całego, w ielokom órkowego organi­
zmu. Okazało się, że transfekcja mysich mioblastów 
z wykorzystaniem dsRNA wywołała dwa różne efek­
ty: specyficzne wyciszenie ekspresji docelowego 
genu oraz odpowiedź zależną od kinazy PKR. W opi­
sywanych badaniach wskazano jednak  sposób, przy­

najmniej częściowego, ominięcia indukcji m echani­
zmów zależnych od PKR. Wcześniej wspomniano, 
że efekty aktywności PKR to część mechanizmów 
obronnych komórek ssaczych, uruchamianych w 
czasie infekcji wirusowej. Badacze postanowili w y­
korzystać naturalne cechy wirusów, chroniące je 
przed efektami aktywności PKR. Okazało się, że 
ekspresja białka K3L wirusa krowianki znosiła czę­
ściowo odpowiedź zależną od PKR. K3L jest 
cząsteczką naśladującą komórkowy substrat PKR —  
eukariotyczny czynnik inicjacji translacji eIF-2a. 
K3L wiąże się z PKR, inhibując aktywność kinazy 
[64]. Zastosowanie wirusowych inhibitorów 
mogłoby być sposobem badania mechanizmów 
RNAi, indukowanych przez dsRNA, w komórkach 
ssaczych.

We wspomnianych badaniach udało się uzyskać 
stabilne wyciszenie ekspresji żądanego genu. O pisy­
wane do tej pory doświadczenia dotyczyły właściwie 
tylko wyciszania utrzymującego się przez krótki 
czas. Zastosowanie RNAi w terapii chorób człow ie­
ka wymagałoby natomiast w większości przypadków 
stabilnego, trwałego wyciszenia ekspresji zm utow a­
nego allela docelowego genu. Stabilne RNAi obser­
wowano w mysich, nowotworowych komórkach za­
rodkowych, po transfekcji specyficznym wektorem. 
Wektor ten umożliwiał ekspresję ok. 500 nukleoty- 
dowych dsRNA o strukturze „spinki do w łosów ” ; co 
ważniejsze-— ulegał on integracji z genomem mysiej 
komórki. Uzyskane wyniki dają nadzieję na w yhodo­
wanie szeregu linii komórkowych, cechujących się 
brakiem funkcji wybranych genów. Pozwoliłoby to 
na analizę b iochemiczną oraz obserwację fenotypu 
takich komórek w długich przedziałach czasowych. 
Ponieważ stabilne RNAi zaobserwowano w kom ór­
kach zarodkowych, to jest prawdopodobne, że w 
przyszłości uda się uzyskać zwierzęta pozbawione 
zupełnie funkcji konkretnego genu (ów). Jeśli to oka­
załoby się prawdą, powstałyby prawdopodobnie 
nowe możliwości tworzenia zwierzęcych modeli 
chorób człowieka.

VIII. Znaczenie biologiczne PTGS

Posttranskrypcyjne wyciszanie ekspresji genów, 
w tym RNAi, jest zjawiskiem silnie konserwowanym 
w procesie ewolucji. Sugeruje to jego udział w pro­
cesach warunkujących prawidłowe funkcjonowanie 
każdej eukariotycznej komórki. Inaktywacja szla­
ków PTGS/RNAi wpływa na co najmniej trzy różne 
mechanizmy komórkowe: ( 1) obronę przed infekcją 
wirusową, (2 ) rearanżacje genomu związane z ru­
chliwością transpozonów, (3) regulację rozwoju or­
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ganizmów wielokomórkowych. Ponadto, sugeruje 
się związek RNAi z procesami określanymi jako 
NMD (ang. N onsense-M ediated Decay) —  degrada­
cją transkryptów komórkowych, które zawierają 
przedwczesny kodon terminacji translacji [65].

Funkcje antywirusowe najlepiej poznano u roślin. 
Przykładem może być oporność na infekcję wiru­
sową, występująca w roślinie zawierającej transgen 
pochodzenia wirusowego. Od chwili ustanowienia 
mechanizmów wyciszających ekspresję transgenu, 
wszystkie RNA zawierające sekwencje hom ologicz­
ne do sekwencji transgenu (przede wszystkim RNA 
wirusowe) są degradowane [6 6 ], Oczywiście m echa­
nizmy wyciszające ekspresję genów zostają urucho­
mione także w przypadku bezpośredniej infekcji w i­
rusowej. Wyciszenie to (VIGS, ang. Virus-induced  
Gene Silencing) może dotyczyć genów wirusowych 
oraz transgenów, lub genów komórkowych, jeśli za­
wierają one sekwencje spokrewnione z sekwencjami 
genów wirusa [67]. Ponadto, rośliny usprawniły 
swój system obronny wykształcając zdolność dostar­
czania sygnału wyciszającego ekspresję do wielu 
tkanek organizmu [46]. O znaczeniu, jakie mają opi­
sane mechanizmy obronne, świadczy fakt produko­
wania przez niektóre wirusy białek, które zaburzają 
funkcjonowanie tych procesów. Przykładami mogą 
być białka: HC-Pro (ang. H elper Com ponent-Protei- 
nase) potywirusa oraz p25 wirusa PVX (ang. Potato  
Virus 20- Rolą pierwszego z nich jes t  przede wszyst­
kim zablokowanie mechanizmów wyciszająch eks­
presję [6 8 ]. Rolą drugiego -— uniemożliwienie roz­
przestrzenienia się efektu wyciszenia na wiele tka­
nek rośliny [69].

Trudno wnioskować na temat antywirusowych 
funkcji RNAi u ssaków. Specyficzną degradację 
RNA po wstrzyknięciu dsRNA obserwuje się w m y­
sich zarodkach [70]. Natomiast ten sam zabieg po­
wtórzony na komórkach dorosłych zwierząt pow o­
duje zwykle aktywację odpowiedzi zależnej od PKR 
i RNazy F, mogącą prowadzić do śmierci komórki.

Analiza mutantów C. elegans  w genach m ut-2, 
m ut-7 , rde-2, rde-3 sugerowała, że RNAi mogłoby 
być sposobem na „trzymanie w ryzach” ruchomych 
elementów genomu, jakimi są transpozony [35]. 
Wspomniane mutanty charakteryzowały się podw y­
ższoną aktywnością transpozonów. Transpozony 
mogą być źródłem dsRNA. Posiadają one często se­
kwencje o charakterze odwróconych powtórzeń, co 
pozwalałoby transkryptom transpozonowym przyj­
mować dw uniciową strukturę. dsRNA mogłoby też 
powstać ze złożenia dwóch transkryptów różnych 
genów, w które wbudował się transpozon. Jedynym 
warunkiem byłaby ekspresja tych genów z różnych

nici DNA. RNAi jest szczególnie efektywne w linii 
komórek płciowych nicienia. Możliwe, że dzięki 
temu rearanżacje genomu wprowadzone przez trans­
pozony są z mniejszą częstością dziedziczone przez 
potomstwo [71]. Transpozony m ogą zostać wyciszo­
ne, gdy stają się częścią heterochromatyny. Dlatego 
sugeruje się, że RNAi mogłoby pozytywnie wpływać 
na stabilność genomu poprzez taką właśnie inakty- 
wację transpozonów. Jedną z korzyści byłoby ogra­
niczenie częstości rekombinacji w obrębie sekwencji 
transpozonowych, co zmniejszałoby praw dopodo­
bieństwo wystąpienia rearanżacji w obrębie chromo­
somów [72], Nie jes t jednak jasne, w jaki sposób 
RNAi miałoby regulować transpozycję. Możliwe 
jest oddziaływanie na poziomie genomu, lub na eta­
pie posttranskrypcyjnym np. poprzez degradację 
transkryptów genów kodujących transpozazy [ 12], 

Pierwotnie zakładano, że procesy PTGS/RNAi 
powstały, aby chronić eukariotyczny genom przed 
„inwazją” obcego kwasu nukleinowego. Dziś w iado­
mo jednak, że mają one także swój udział w regulacji 
ekspresji genów, których produkty biorą udział w 
normalnym funkcjonowaniu komórek. U samców 
Drosophila  mechanizm RNAi służy degradacji tran­
skryptów Stellcite. Degradacja ta jest niezbędnym 
warunkiem powstania funkcjonalnych spermatocy- 
tów i spermatyd [73]. Wspominano już wcześniej o 
miRNA, które biorą prawdopodobnie udział w regu­
lacji ekspresji czynników transkrypcyjnych SCF u 
Arabidopsis [54]. Ponadto miRNA to przypuszczal­
nie ważne regulatory procesów wzrostu i rozwoju or­
ganizmów roślinnych [56, 74],

Opisując inaktywację transpozonów w spom nia­
no, że regulacja, w której udział biorą mechanizmy 
RNAi, może dotyczyć poziomu organizacji chroma­
tyny. Składniki molekularnej maszynerii RNAi oka­
zały się konieczne dla zainicjowania procesu po­
wstawania heterochromatyny w regionie m at (ang. 
m ating-type) drożdży Schizosaccharom yces pom be  
[75]. Jest to zgodne z faktem wcześniejszego sklono- 
wania krótkich heterochromatynowych siRNA [76]. 
Sekwencje do nich homologiczne zidentyfikowano 
w regionie mat S. pom be  [75]. Możliwe, że zamiast 
wskazywać mRNA mające ulec degradacji, hetero- 
chromatynowe siRNA biorą udział w procesie m ody­
fikacji histonów. Fnzymy modyfikujące mogłyby 
być kierowane w obszar DNA komplementarny do 
sekwecji siRNA [76]. O udziale mechanizmów 
RNAi w modelowaniu struktury chomatyny może 
też świadczyć derepresja transgenów, wyciszonych 
na poziomie transkrypcji przez białka PcG (ang. 
Polycom b Group), w mutantach mut-2  i rde-2 C. eie- 
gans [35]. Białka PcG biorą udział w tworzeniu sta­
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bilnych wzorów ekspresji genów, poprzez 
„przełączanie” chromatyny między stanem tran- 
skrypcyjnej aktywności i nicaktywności. Działają 
prawdopodobnie poprzez metylację histonów. Suge­
ruje się, że podstawową biologiczną funkcją RNAi 
mogłaby być przebudowa struktury chromatyny, za­
pewniająca stabilność genomu [ 12].

NMD [77] i RNAi to dwa różne procesy, mające 
na celu degradację komórkowych transkryptów o 
specyficznych właściwościach. W badaniach nad 
C. elegans wykazano, że może istnieć związek m ię­
dzy tymi dwoma mechanizmami. U mutantów w ge­
nach sm g  (ang. sitppressor with m orphological effect 
on gen ita lia ), których produkty białkowe są kluczo­
we w mechanizmie NMD, indukowano RNAi po­
przez wstrzykiwanie unc-54  (ang. nncoordinated) 
dsRNA. Osobniki u których rozwija się RNAi ce­
chują się paraliżem mięśni ściany ciała, a stąd bra­
kiem zdolności ruchu. U trzech z sześciu mutantów 
sm g  zaobserwowano początkowo RNAi, po czym 
stopniowy powrót do dzikiego fenotypu. Powrót do 
dzikiego fenotypu byl równoznaczny z obecnością 
transkryptu unc-54  na prawidłow ym  poziomie. Su­
geruje się, że pierwsze etapy RNAi, ale nie sama de­
gradacja docelowych transkryptów, mogłyby zależeć 
od białek SMG. Białka SMG miałyby brać udział w 
powielaniu cząsteczek dsRNA. Mogłoby się to odby­
wać poprzez indukowanie endonukleolitycznego 
cięcia już istniejącego dsRNA, lub dostarczanie jed- 
noniciowych matryc dla polimerazy RdRP (sugeruje 
się obecność domeny helikazowej w niektórych 
białkach SMG) [65].

IX. Uwagi końcowe

Procesy posttranskrypcyjnego wyciszania ekspre­
sji genów zależnego od RNA, w ydają się być u w ięk­
szości Eukaryota  bardzo podobne na poziomie m ole­
kularnym. Jednak w oparciu o podstawowy m echa­
nizm powstał cały szereg pętli regulacyjnych, kon­
trolujących procesy rozwoju organizmu, stabilność 
genomu oraz warunkujących oporność roślin na in­
fekcję wirusową. Cały czas identyfikowane są kolej­
ne klasy małych cząsteczek RNA. Przypisuje się im 
specyficzne funkcje w nowo odkrywanych proce­
sach. Jednak przykład siRNA oraz miRNA pokazuje, 
że cząsteczki te mogą w niektórych sytuacjach za­
miennie sprawować swe funkcje. Tego typu obser­
wacje są podstawą pytań o zasadność klasyfikacji 
małych RNA na poszczególne klasy. Z powodu swej 
specyficzności względem docelowych transkryptów 
mechanizm RNAi staje się podstaw ą nowo podejm o­
wanych prób terapii chorób człowieka. Ponadto nale­

ży się spodziewać, że w chwili, kiedy dostępne będą 
rutynowe techniki pozwalające na trwałą i bez­
pieczną dla komórki/organizmu ekspresję dsRNA, 
zyskamy prostszy sposób tworzenia “knockout’ów ” 
genetycznych. Uprości to analizę funkcjonalną inte­
resujących nas genów, w tym zaangażowanych w po­
wstawanie chorób człowieka. Tempo, z jak im  iden­
tyfikuje się nowe małe RNA pozwala przypuszczać, 
że większość związanych z. nimi odkryć jes t wciąż 
przed nami.

Podziękowania

Serdecznie dziękuję Panom: Profesorowi Jerzemu 
Balowi, dr Michałowi Milewskiemu oraz Profesoro­
wi Tadeuszowi Mazurczakowi za cenne uwagi do­
tyczące tej pracy.

Artykuł otrzymano 5 maja 2003 
Zaakceptowano do druku 20 lipca 2003

Piśmiennictwo

1. W y s z k o  E,  S z a  fi  a r s  ki  W,  B a r c i s z e w s k i  J (2003) 
Postępy Blochem  49: 2-8

2. C c r u t t i  H (2003) Trends Genet 19: 39-46
3. H a m m o n d  S M , C a u d y A A , H a n n o n  G J (2001) Nat 

Rev Genet 2: 110-119
4. J o r g e n s e n  R (1990) Trends Biotechnol 8: 340-344
5. J o r g e n s e n  R A,  C l u s t e r  P D,  E n g l i s h  J,  Q u c  Q,  

N a p o l i  C A (1996) Plant Mol Biol 31: 957-973
6. S h a r p  P A (1999) Genes Dev 13: 139-141
7. Z a m o r c  P D,  ' f u s e  hi  T,  S h a r p  P A,  B a r t e l  D P

(2000) Cell 101: 25-33
8. B e r n s t e i n  E , C a u d y A A , H a m m o n d  S M , H a n n o n  

G J (2001) Nature 409: 363-366
9. N i c h o l s o n  A W (1999) FEMS Microbiol Rev 23: 371 -390
10. F i l i p p o v  V,  S o l o v y e v  V,  F i l i p p o v a  M.  G i l l  S S 

(2000) Gene 245: 213-221
11. N e t t i n g  R F,  F i s c h e r  S E,  B e r n s t e i n  E,  S i j e n  T.

H a n n o n  G J ,  P l a s t c r k  R II (2001) Genes Dev 15:
2654-2659

12. H a n n o n  G J (2002) Nature 418: 244-251
13. H a m m o n d  S M , B e r n s t e i n  E , B e a c h  D , H a n n o n  G 

J (2000) Nature 404: 293-296
14. N y k a n c n  A,  H a l e y  B , Z a m o r c  P D (2001) Cell 107: 

309-321
15. M a r t i n e z  J ,  P a t k a n i o w s k a  A,  U r l a u b  H.  L u h r -  

m a n n  R,  T u s c h l  T (2002) Cell 110: 563-574
16. E l b a s h i r  S M , L e n d c c k e l  W,  T u s c h l  T (2001) Genes 

Dev 15: 188-200
17. E l b a s h i r  S M,  M a r t i n e z  J ,  P a t k a n i o w s k a  A.  L e n ­

d c c k e l  W,  T u s c h l  T (2001) EMBO J  20: 6877-6888
18. C a r m c l l  M A,  X u  a n  Z,  Z h a n g  M Q,  H a n n o n  G J 

(2002) Genes Dev 16: 2733-2742
19. K a t a o k a Y , T a k c i c h i M , U c m u r a  T (2001) Genes Cells 

6: 313-325
20. D e n g  W,  L i n  H (2002) Dev Cell 2: 819-830
21. P a r r i s h S , F l c c n o r J ,  Xu  S,  M e l l o  C,  F i r e  A (2000) 

M ol Cell 6: 1077-1087
22. S h u e y  D J.  M e  C a l l  u s  D E,  G i o r d a n o  T (2002) Drug 

Discov Today 7: 1040-1046
23. S h a r p  P A (2001) Genes Dev 15: 485-490
24. S v o  b o  d a  P , S t e i n  P,  FI a y  a s h  i H,  S c h u l t z  R M

(2000) Development 127: 4147-4156

POSTĘPY BIOCHEMII 49(3), 2003 145http://rcin.org.pl



25. V a n c e  V,  V a u c h e r e  t H (2001) Science 292: 2277-2280
26. B i t k o V , B a r i k S (2001) BMC Microbiol 1: 34
27. Z c n g  Y,  C u l l e n  B R (2002) RNA 8: 855-860
28. B i l l y  E,  B r o n d a n i  V,  Z h a n g  H , M u l l e r  U,  F i l i p o -  

w i c z  W (2001) Proc Natl Acad Sei U S A 98: 14428-14433
29. W e s 1 c y S V , H c 11 i w c 11 C A , S m i t h  N A , W a n g  M 

B,  R o u s e  D T,  L i u  Q,  G o o d i n g  P S,  S i n g h  S P,  A b ­
b o t t  D,  S t o u t j e s d i j k  P A,  R o b i n s o n  S P,  G l e a v e  
A P,  G r e e n  A G,  W a t e r h o u s e  P M (2001) Plant J  27: 
581-590

30. K a l i  d a s  S,  S m i t h  D P (2002) Neuron 33: 177-184
31. R e e d  R,  F l u r t  E (2002) Cell 108: 523-531
32. B o s h c r  J M,  D u f o u r c q  P,  S o o k h a r c e a  S,  L a -  

b o u c s s c  M (1999) Genetics 153: 1245-1256
33. W u - S c h a r f D ,  J c o n g  B ,  Z h a n g  C,  C e r u t t i  H (2000) 

Science 290: 1159-1162
34. F i r e  A,  X u  S,  M o n t g o m e r y  M K,  K o s t a s  S A,  

D r i v e r  S E,  M e l l o  C C (1998) Nature 391: 806-811
35. T a b a r a  H,  S a r k i s s i a n  M,  K e l l y  W G,  F l c e n o r  J,  

G r i s h o k  A,  T i m m o n s  L,  F i r e  A,  M e l l o  C C (1999) 
Cell 99: 123-132

36. M o n t g o m e r y  M K,  X u  S.  F i r e  A (1998) Proc Natl Acad  
Sei U S  A 95: 15502-15507

37. B u c h e r  G,  S c h ö l t e n  J ,  K l i n g l e r  M (2002) CurrBiol 12: 
R85-R86

38. G r i s h o k  A,  T a b a r a  H,  M e l l o  C C (2000) Science 287: 
2494-2497

39. P l a s t c r k  R H (2002) Science 296: 1263-1265
40. S i j e n  T,  F l e e n o r J ,  S i m m e r  F,  T h i j s s e n  K L,  P a r ­

r i s h  S,  T i m m o n s  L,  P l a s t c r k  R H,  F i r e  A (2001) Cell 
107: 465-476

41. T i j s t e r m a n  M,  K e t t i n g  R F,  O k i h a r a  K L,  S i j e n  
T,  P l a s t c r k  R H (2002) Science 295: 694-697

42. T i m m o n s  L,  C o u r t  D L ,  F i r e  A (2001) G ene263: 103-112
4 3 . T a v e r n a r a k i s  N,  W a n g  S L , D o r o v k o v  M,  R y a z a ­

n o v  A,  D r i s c o l l  M (2000) Nat Genet 24: 180-183
44. C h r i s t e n s e n  M,  E s t e v e z  A,  Y i n  X ,  F o x  R,  M o r r i ­

s o n  R,  M c D o n n e l l  M,  G l e a s o n  C,  M i l l e r  D M,  
I I I ,  S t r a n g e  K (2002) Neuron 33: 503-514

45. W i n s t o n  W M,  M o l o d o w i t c h  C,  H u n t e r  C P (2002) 
Science 295: 2456-2459

46. P a l a u q u i  J C,  E l m a y a n  T,  P o l l i c n  J M,  V a u c h c -  
r e t  H (1997) EMBO J  16: 4738-4745

47. D o r l h a c  d B,  V i n c c n t z  M,  C h u p c a u  Y,  V a u c h c -  
r c t  H (1994) Mol Gen Genet 243: 613-621

48. K e t t i n g  R F,  F i s c h e r  S E,  B e r n s t e i n  E ,  S i j e n  T,  
H a n n o n  G J ,  P l a s t c r k  R H (2001) Genes Dev 15: 
2654-2659

49. K n i g h t  S W,  B a s s  B L (2001) Science 293: 2269-2271
50. L e e  Y,  J e o n  K,  L e e  J T,  K i m  S.  K i m  V N (2002) 

EMBO J  21: 4663-4670
51. L e e  R C,  F e i n b a u m  R L,  A m b r o s  V (1993) Cell 75: 

843-854

52. R e i n h a r t  B J,  S l a c k  F J ,  B a s s o n  M,  P a s q u i n e l l i  A 
E , B e 11 i n g c r J C , R o u g v i e A E , H o r v i t z H R , R u v  -  

k u n  G (2000) Nature 403: 901-906
53. H u t v a g n e r  G , Z a m o r c  P D (2002) Science 297: 2056-2060
54. L l a v c  C,  X i c  Z,  K a s s c h a u  K D,  C a r r i n g t o n  J C

(2002) Science 297: 2053-2056
55. M o u r e l a t o s  Z,  D o s t i e  J ,  P a u s h k i n  S,  S h a r m  a A,  

C h a r r o u x  B,  A b e l  L,  R a p p s i l b e r  J ,  M a n n  M,  
D r c y f u s s  G (2002) Genes Dev 16: 720-728

56. R e i n h a r t  B J,  W e i n s t e i n  E G,  R h o a d e s  M W,  B a r ­
t e l  B,  B a r t e l  D P (2002) Genes Dev  16: 1616-1626

57. D e a n  N M (2001) Curr Opin Biotechnol 12: 622-625
58. C a s e y  B P,  G l a z c r  P M (2001) Prog Nucleic Acid Res Mol 

Biol 67: 163-192
59. S t a r k  G R,  K e r r  I M,  W i l l i a m s  B R,  S i l v e r m a n  R 

H,  S c h r e i b e r  R D (1998) Annu Rev Biochem  67: 227-264
60. G i 1 J ,  E s t e b a n  M (2000) Apoptosis 5: 107-114
61. E 1 b a s h i r S M,  H a r b o r t h  J,  L e n d e c k c l  W,  Y a l c i n  

A,  W e b e r  K,  T u s c h l  T (2001) Nature 411: 494-498
62. B r u m m e  l k a m p  T R,  B e r n a r d s  R,  A g a r n i  R (2002) 

Science 296: 550-553
63. P a d d i s o n  P J ,  C a u d y  A A,  H a n n o n  G J (2002) Proc 

Natl Acad Sei U S  A 99: 1443-1448
64. K a w a g i s h i - K o b a y a s h i  M,  C a o  C,  L u  J ,  O z a t o  K,  

D c v c r T E (2000) Virology 276: 424-434
65. D o m c i e r  M E,  M o r s e  D P,  K n i g h t  S W,  P o r t e r e i -  

k o  M,  B a s s  B L,  M a n g o  S E (2000) Science 289: 
1928-1931

66. L i n d b o  J A,  S i l v a - R o s a l e s  L,  P r o e b s t i n g  W M,  
D o u g h e r t y  W G (1993) Plant Cell 5: 1749-1759

67. R u i z  M T,  V o i n n e t  O,  B a u l c o m b e  D C (1998) Plant 
Cell 10: 937-946

68. M a l l o r y  A C,  E l y  L,  S m i t h  T H,  M a r a t h e  R,  A n a n - 
d a l a k s h m i  R,  F a g a r d  M,  V a u c h e r e t  H,  P r u s s  G,  
B o w m a n  L,  V a n c e  V B (2001) Plant Cell 13: 571-583

69. V o i n n e t  O,  L e d e r e r  C,  B a u l c o m b e  D C (2000) Cell 
103: 157-167

70. W i a n n y  F,  Z e r n i c k a - G o c t z M (2000) Nat Cell Biol 2: 
70-75

71. L i n  R,  A v e r y  L (1999) Nature 402: 128-129
72. H e n i k o  f  f  S (2000) Biochim Biophys Acta 1470: 0 1 -0 8
73. A r a v i n  A A,  N a u m o v a  N M,  T u l i n  A V,  V a g i n  V 

V,  R o z o v s k y  Y M,  G v o z d e v  V A (2001) Curr Biol 11: 
1017-1027

74. J a c o b s e n  S E,  R u n n i n g  M P,  M c y c r o w i t z  E M
(1999) Development 126: 5231-5243

75. H a l l  I M,  S h a n k a r a n a r a y a n a  G D,  N o m a  K,  A y o -  
u b  N,  C o h e n  A,  G r e w  a 1 S I (2002) Science 297:2232-2237

76. R c i n h a r t B J , B a r t e l  D P (2002) Science 291: 1831
77. W i l k i n s o n  M F,  S h y u  A B (2002) Nat Cell Biol 4: 

El 44-El 47

146 POSTĘPY BIOCHEMII 49(3), 2003http://rcin.org.pl



Alternatywne wydłużanie telomerów

Alternative lengthening of telomeres
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Wykaz stosowanych skrótów: ALT —  alternatywne
wydłużanie telomerów; APB -— ciałka złożone z białka PML 
związane z fenotypem alternatywnego wydłużania telomerów; 
ECTR —  pozachromosomowe DNA złożone z powtórzeń se­
kwencji telomerowej TTAGGG; FISH -—- hybrydyzacja fluore­
scencyjna in situ ; M M R —  naprawa błędnie sparowanych za­
sad; PML —  białko związane z białaczką promielocytarną; PNB 
—  ciałka jądrowe złożone z białka PML; POT1 —  białko telo- 
merowe 1; RPA —  białko replikacyjne A; hTER —  podjednost- 
ka RNA ludzkiej telomerazy; hTERT —  podjednostka katali­
tyczna ludzkiej telomerazy o aktywności odwrotnej transkrypta- 
zy; TIN2 —  białko 2 oddziałujące z białkiem TRF1; TRF1 —  
czynnik 1 wiążący sekwencje telomerowe; TRF2 -—- czynnik 2 
wiążący sekwencje telomerowe

I. Wstęp

Stopniowe skracanie telomerów następujące wraz 
z każdym podziałem kom órkowym  uważane jest za 
podstawowy mechanizm kontroli ilości podziałów, 
jakie zdolna jest przejść pojedyncza komórka. Po 
przekroczeniu granicznej dla każdego chromosomu 
długości tełomeru komórka ulega apoptozie z 
udziałem białek p53 i pRb. Enzymem mającym zdol­
ność rekonstrukcji sekwencji telomcrowych jest te­
lomeraza. Aktywność telomerazy początkowo w yda­
wała się być jednym  z warunków zajścia procesu

Mgr, dr, Katedra i Zakład Biochemii AM w Gdańsku, ul. Dębin- 
ki 1, 80-211 Gdańsk; agnieszka_dettlaff-pokora@wp.pl

transformacji nowotworowej. Aktywność telomera­
zy stwierdzono w około 85% nowotworów oraz linii 
komórek nowotworowych. Powstało jednak pytanie, 
jakie  mechanizmy są odpowiedzialne za odbudowę 
telomerów w pozostałych 15% nowotworów. W yka­
zano wysoką korelację pomiędzy poziomem i lokali­
zacją białek rekombinacyjnych a występowaniem fe­
notypu alternatywnego wydłużania telomerów —  
ALT (ang. A lternative Lenghtening o f  Telomeres). 
Odbudowywanie chromosomów poprzez rekombi­
nację i rcplikację może stanowić mechanizm obron­
ny komórki przed utratą DNA kodującego bezpo­
średnio przylegającego do tełomeru. Mechanizmy 
alternatywnego wydłużana telomerów koncentrują 
na sobie w ostatnich latach uwagę badaczy zaj­
mujących się zarówno badaniami podstawowymi w 
zakresie mechanizmów rekombinacji, jak i specjali­
stów od chemioterapii nowotworów.

II. Telomery oraz telomeraza

Telomery są zakończeniami chromosomów euka­
riotycznych u człowieka zbudowanymi z wielokrot­
nych (od setek do tysięcy razy) powtórzeń motywu 
5 ’-TTA G G G -3’ [1 ,2].  Do podstawowych funkcji te­
lomerów można zaliczyć ochronę DNA chroinoso- 
malnego przed degradacją w wyniku działania białek 
rozpoznających i naprawiających uszkodzenia DNA, 
takie jak  wolne końce ssDNA. Telomery spełniają 
również istotną funkcję w przestrzennej i funkcjo­
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nalnej organizacji chromatyny jądrowej oraz mają 
wpływ na procesy transkrypcyjne. Wielokrotne po­
wtórzenia tej samej sekwencji um ożliw iają  powsta­
wanie na końcach telomcrów wyższych struktur 
przestrzennego upakowania DNA w postaci pętli 
oraz odcinków zarówno jedno-, dwu- jak  i wieloni- 
ciowego DNA [3]. Budowa przestrzenna telomeru 
wraz ze związanymi białkami ochrania wolny koniec 
3 ’ zarówno przed degradacją, jak  i n iekontrolowaną 
elongacją przez telomerazę. Podstaw ow ą strukturą 
występującą na końcu telomeru jes t  przypominająca 
lasso pętla t (ang.: t loop). Pętla t je s t  wysoce konser­
watywna ewolucyjnie, została zaobserwow ana u lu­
dzi, gryzoni, jak  i przedstawicieli P rotozoa  [4,5]. Ma 
ona długość od 1 kb u Trypanosom a  do 18 kb w 
wątrobie myszy. Z kolei wolny koniec 3 ’ DNA w y­
piera jedną  z nici dsDNA tworząc pętlę D (ang. di- 
splacem ent loop ) (Ryc. 1).

ściśle związane z reaktywacją enzymu w ydłuża­
jącego telomery -  telomerazy lub, według ostatnich 
doniesień, z aktywacją innych, odpowiadających te­
lomerazie systemów odbudowujących końce chro­
mosomów [6 -8 ]. Transformacja ludzkich komórek 
somatycznych z wykorzystaniem dużego antyge- 
nu-T wirusa SV-40 powoduje powstanie populacji 
komórek, których telomery są skracane, aż do 
osiągnięcia krytycznej długości. W tym stadium na­
stępuje masowa apoptoza, której towarzyszy powsta­
nie fuzji chromosomalnych z powodu dysfunkcji tc- 
lomerów [9, 10]. Przeżywają tylko nieliczne kom ór­
ki, w których nastąpiła aktywacja systemów odbudo­
wujących telomery do bezpiecznej długości [ 11 , 12].

Telomeraza jest wyspecjalizowaną nukleoprote- 
inąo  masie cząsteczkowej około 600 kDa m ającą ak­
tywność odwrotnej transkryptazy. Jest to enzym 
złożony z dwóch zasadniczych składników: podjed-

Tankyraza

™ " > 4
T R F l /  . .  N 

— K"

Pętla t

Ą T R F l |

Tankyraza
T  TR Fl

b------

Ryc. 1. Kompleks tcloincrowy złożony z DNA oraz białek. Na końcu chromosomu DNA tworzy dwie pętle: t i D. Do pętli wiążą się białka, których 
funkcją jest zarówno ochrona i stabilizacja telomcrów, jak i regulacja procesów replikacji, rekombinacji i transkrypcji.

Istotną rolę w powstawaniu oraz regulacji funkcji 
telomerów odgrywają białka trwale lub fakultatyw­
nie z nimi związane. Podstawowym  białkiem 
wpływającym na powstawanie i stabilizację pętli jest 
TRF2 (ang.: Telomeric Repeat b inding F actor  2) 
białko wiążące dsDNA na połączeniach z ssDNA za­
pobiegające powstawaniu fuzji interchromosomal- 
nych. Inne białka to m.in. TRF1 (ang.: Telomeric R e­
pea t binding Factor  1) zaangażowane w utrzymanie 
długości telomerów oraz POT1 (ang.: Protein o f  Te­
lomeres 1) chroniące koniec 3 ’. Poza białkami stabi­
lizującymi i chroniącymi telomer istnieje wiele 
białek regulujących wiązanie tych pierwszych np. 
tankyraza (ang.: T R F l-interacting, A N K Yrin-rela ted  
AD P-ribose polym erase), TIN2 (ang.'.TR F l-In tera­
cting N uclear protein 2) i białko Ku będące podjed- 
nostką kinazy białkowej zależnej od D N A  [2], U w a­
ża się, iż unieśmiertelnienie komórek ludzkich jest

nostki białkowej hTERT (ang.: human Telomerase 
Reverse Transciptase) o masie 127 kDa oraz składni­
ka RNA hTR o długości 451 nukleotydów (ang.: hu­
man Telomerase RNA), który stanowi matrycę dla 
odwrotnej transkryptazy [2, 6 ]. Telomeraza jest en­
zymem, którego aktywność jest charakterystyczna 
dla komórek szybko i często dzielących się. U 
człowieka jest aktywna w większości tkanek w życiu 
embrionalnym, zaś u osobników dorosłych w kom ór­
kach pnia, takich jak  komórki szpiku kostnego lub 
komórki rozrodcze skóry (komórki niezębate w ar­
stwy podstawnej naskórka) oraz w aktywowanych 
limfocytach [13-18]. Aktywność telomerazy w yka­
zano w około 85% ludzkich nowotworów i linii ko­
mórek nowotworowych [19], gdzie stabilizacja i 
utrzymanie telomerów są podstawowymi wymogami 
zajścia procesu immortalizacji. Brak aktywności te­
lomerazy stwierdzono w pozostałych 15% przypad­
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ków (Tab. 1). Nasunęło to pytanie, jaki jest m echa­
nizm wydłużania telomerów alternatywny do telo­
merazy.

III. ALT-alternatywne wydłużanie
telomerów u ssaków -  komórki ALT

Istnienie linii komórek nowotworowych nie w y­
kazujących aktywności telomerazy wskazywało na 
występowanie innego m echanizm u odbudowywania

spowodowały powstanie kilku hipotez w yja­
śniających proces ALT.

Dla nieśmiertelnych komórek ssaków nie w yka­
zujących aktywności telomerazy charakterystyczny 
jest nietypowy fenotyp telomerów. W prawidłowej 
komórce ssaka telomery mają długość około 15 kpz. 
Są one skracane wraz z każdym przebytym po­
działem komórkowym o 40-200 pz do osiągnięcia 
granicznej długości 5-8 kpz, po której to osiągnięciu 
komórka obumiera [45]. Komórka nowotworowa z

Tabela 1

Fenotyp ALT w nowotworach i liniach komórkowych (wg Henson JD, zmieniono)

Nowotwór / Typ komórek Linia nowotworowa Literatura
guzy pierw otne w których stw ierdzano fenotyp ALT -glejak w ielopostaciowy [20]

-adrenocortical carcinoma [21]
(rak kory nadnerczy)
-czerniak złośliwy [21]
-rak piersi [21]
-rak płuc [21]
-rak jajnika [21]
-rak nerki [22]
-osteosarcoma (m ięsak kosciopochodny) [21]

przykładow e linie kom órek now otw orow ych w fibroblasty GM 0637 (NSV) [23]
których stw ierdzono fenotyp ALT KB319 [24]

LCS-4X2 [25]
LCS-AF.1-3 [26]
W 138-VA13/2RA [27]
SW26-1 [28]
AT13LA (SV) [29]
A T I8LA (SV) [29]
OU M S-24F [30]
KM ST-6 [31]
HM S50-E7 [32]
GM 847 [331

osteocyty U2-OS [21]
ZK-58 [34]
Saos-2 [211

komórki m ezotelialne M eT-4A [21]
komórki epitelialne HIO107 [35]

H I0 1 1 7 [36]
H IO l 18 [36]
BET-3M [21]
SKOV-3 [371

keratinocyty OKF6-D 1/Ap53 [38]

zakończeń chromosomów. W latach osiemdzie­
siątych podczas badań nad m uszką owocową D ro­
sophila m elanogaster  s twierdzono obecność retro- 
transpozonów HeT-A i TART należących do rodziny 
LINEs włączających się do końcow ych fragmentów 
chromosomów [39-41]. Podobnie w komórkach dro­
żdży Saccharom yces cerevisiae  zaobserwowano, że 
wprowadzone do części proksymalnej chromoso­
mów liniowe plazmidy imitujące telomery przem ie­
ściły się na końce chromosom ów [42-44]. W skazy­
wało to na rekombinacyjny charakter obserw owane­
go procesu, a dokładnie na rekombinację hom olo­
giczną [42], Badania prowadzone w kolejnych latach

aktywną telomerazą ma homogenne telomery o 
długości około 10 kpz [46], zaś komórka ALT skraj­
nie heterogenne telomery od 3 do 50 kpz, ze średnią 
20 kpz [24]. Ponadto istnieje wysoka zmienność fe­
notypu telomerów pomiędzy poszczególnymi ko­
mórkami jednej populacji ALT, co wykazano za po­
mocą fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ  (FISH- 
ang.: Fluorescence In Situ H ybridization). Użycie tei 
techniki pozwoliło stwierdzić istnienie granicznych 
przypadków, w których telomery były niezwykle 
długie, jak  i występowanie chromosomów, w których 
nie wykryto telomerów [34, 47]. Takie komórki teo­
retycznie nie powinny przetrwać z uwagi na postę­
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pującą erozję chromosomowej informacji genetycz­
nej [48]. Istotne różnice stwierdzono również pomię­
dzy siostrzanymi chromatydami tego samego chro­
mosomu. Zaobserwowano także zw iększoną czę­
stość występowania rearanżacji chromosomalnych, 
występowanie połączeń międzychromosomowych, 
oraz megachromosomów powstałych w wyniku fuzji
3-6 chromosomów [34,47, 49]. Jednym ze sposobów 
oceny tkanki bądź linii nowotworowej pod wzglę­
dem występowania fenotypu A LT jest pom iar śred­
niej długości telomerów w badanej populacji kom ó­
rek [50].

W komórkach ALT poziom nukleinowej składo­
wej telomerazy-—■ hTER jes t  bardzo niski, co dowo­
dzi, że utrzymanie w tych kom órkach telomerów nie 
jest zależne od ekspresji telomerazy [46]. Poza różni­
cami genetycznymi stwierdzono w komórkach ALT 
istnienie nietypowych ciałek jądrow ych  APB (ang. 
ALT-associated PM L B odies), będących odmianą 
ciałek PNB (ang . PM L N uclear Bodies). W jądrze ko­
mórkowym prawidłowej komórki (większości tka­
nek) ciałka PNB są pierścieniowatymi ziarnistościa- 
mi jądrowymi o średnicy od 0,5 do 1 pm [51] 
złożonymi z białka PML, oraz m.in. CBP, SUMO-1 i 
pRB [52-53]. Ciałka te są dynam icznymi strukturami 
jądrowymi występującymi w interfazie raz uwal­
niającymi, a raz wiążącymi wyżej wymienione 
białka. Głównym składnikiem ciałek jes t białko 
PML, któremu przypisuje się rolę w procesach im ­
munologicznych, apoptozie, różnicowaniu komórek 
oraz transformacji nowotworowej m.in. poprzez re­
gulację poziomu acetylacji p53 oraz szlaków sygna­
lizacyjnych białka Ras [54, 55]. Ilość oraz dynamika 
tworzenia i rozpadu ciałek PNB jes t  zależna od po­
ziomu ekspresji, alternatywnego składania oraz m o­
dyfikacji potranslacyjnych białka PML.

Ciałka APB odróżnia od ciałek PNB obecność do­
datkowych białek zaangażowanych w procesy synte­
zy oraz rekombinacji DNA. Stwierdzono w nich 
obecność takich białek związanych z rekombinacją 
DNA (RAD52, RAD51 i RPA) [56-62], kompleks 
MRN (kompleks białek M RE11/RAD50/NBS1 zaan­
gażowany m.in. w procesy rekombinacji hom olo­
gicznej) [63-65], helikazy W RN i BLM należące do 
rodziny RecQ [66-70], oraz dwa białka telomerowe 
TRF1 i TRF2 [6 ], P rawdopodobnie funkcją  ciałek 
APB jest skupianie, kolokalizacja i modyfikacja 
białek zaangażowanych w proces alternatywnego 
wydłużania telomerów poprzez przestrzenne umożli­
wienie ich wzajemnych interakcji. Jest również m o­
żliwe, że ciałka APB biorą udział w usuwaniu 
półproduktów ALT poprzez oddziaływanie z prote- 
asoinem 11S [71]. Ciałka APB poza czynnikami

białkowymi zawierają również DNA [72]. Jest to 
tzw. pozachromosomalne DNA telomerowe: ECTR 
(ang. Extrachrom osom al Telom eric Repeats), linio­
wa forma dsDNA, a dokładnie pozachromosomalne 
DNA hybrydyzujące z sondą (TTA G G G )n. W ko­
mórkach nieśmiertelnych, nie wykazujących ak tyw ­
ności telomerazy (np. w liniach fibroblastycznych 
KMST-1, VA-13 i SUSM-1) ECTR występuje za­
równo w jądrze komórkowym, jak  i w niewielkich 
ilościach w cytozolu. Brak go w komórkach, w któ­
rych telomeraza jest aktywna oraz komórkach p ra­
widłowych. ECTR, podobnie jak  DNA telomerowe, 
występuje w kompleksie z TRF1 i innymi białkami 
telomerowymi [73, 74]. Wydaje się, iż DNA to jest 
uwalniane z chromosomów i u trzymuje się jako  auto­
nomiczny episom. Obecność w ciałkach ABP poza- 
chromosomowego DNA homologicznego do telome- 
rowego DNA chromosomalnego pozostającego w 
kompleksie z białkami rekombinacyjnymi wskazuje 
na możliwy udział ciałek ABP w wydłużaniu te lom e­
rów zarówno poprzez rekombinację homologiczną, 
jak  i integrację.

Ciałka APB są strukturami charakterystycznymi 
dla komórek ALT, występują one tylko w komórkach 
nieśmiertelnych nie wykazujących aktywności telo­
merazy. Jak dotąd nie znaleziono ciałek APB ani w 
komórkach z aktywną telomerazą, ani w komórkach 
prawidłowych [72]. Należy tu zauważyć, że nie 
wszystkie komórki z 15% nie w ykazujących aktyw­
ności telomerazy mają chromosomy wykazujące fe­
notyp ALT [39], może to być związane z faktem ba­
dania komórek o nie ustalonym ostatecznie fenotypie 
komórki nieśmiertelnej. Możliwe jes t  również, iż 
poza telomerazą i ALT istnieją inne mechanizmy 
wydłużania telomerów. Fenotyp ALT jest cechąrece- 
sywną, co stwierdzono poprzez fuzje komórek ALT z 
komórkami prawidłowymi. Komórki fuzyjne były 
śmiertelne i traciły telomery wraz z każdym po­
działem komórkowym [33]. Wydaje się również, iż 
niektóre komórki fuzyjne wykazujące aktywność te­
lomerazy posiadają represor ALT [33, 49], jak  rów ­
nież niektóre komórki ALT posiadają represor dla te­
lomerazy [75]. Prawdopodobnie geny represorów 
dla telomerazy są zlokalizowane u człowieka w zale­
żności od rodzaju linii nowotworowej w chrom oso­
mie 6 i 7 i jest ich co najmniej 2 [26, 76].

IV. Mechanizmy wydłużania telomerów  
w komórkach ALT

Dynamika wydłużania telomerów w komórkach 
ALT jest bardzo wysoka. Zaobserwowano szybkie 
fluktuacje długości telomerów, w wyniku których
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pojedyncze telomery były szybko i skokowo 
wydłużane nawet o >25 kpz, co stanowiło nawet po­
nad 100-krotne wydłużenie tclomeru. Proces ten na­
stępował zarówno po osiągnięciu przez telomer gra­
nicznej długości około 2 0 0  pz, jak  i w przypadku sto­
sunkowo długich telomerów. Częstość występowa­
nia przejściowych fuzji między chromosomowych 
była podobna do obserwowanej częstości szybkich 
zmian długości telomerów [24], Badania na drożdż­
ach Saccharom yces cerevisiae, w których telomera­
za, podobnie jak  u ssaków, wydłuża telomery w yka­
zały, że usunięcie tego enzymu powoduje erozję telo­
merów. Komórki takie w większości umierają apop- 
totycznie. Przeżywają tylko te, w których występuje 
efektywna ekspresja genu Rad52 —  genu ko­
dującego białko konieczne dla zajścia rekombinacji 
[77]. U S. cerevisiae  s twierdzono ponadto istnienie 
dwóch różniących się genetycznie szlaków rekombi- 
nacyjnego tworzenia telomerów. Nowe telomery 
drożdży pierwszego typu zawierały sekwencje sub- 
telomerowe Y ’, oddalone od końca telomeru, oraz 
bardzo krótki odcinek wielokrotnych powtórzeń na 
końcu telomeru. Przeżycie tych komórek było zale­
żne od obecności białka rad51. Telomery drożdży 
drugiego typu były długie i były złożone z wielokrot­
nych powtórzeń sekwencji telomerowych. Przeżycie 
tych komórek było zależne od kolejnego związanego 
z rekombinacją białka —  rad50 [56 ,78, 79].

W komórkach owadów telomery są odbudow ywa­
ne poprzez retrotranspozycję dwóch typów transpo­
zonów LINEs: HeT-A i TART, który to proces jest 
również rekombinacyjny [40, 41], Obserwacje te w 
połączeniu z nowo poznanymi informacjami na te­
mat składu ciałek ABP oraz istnieniem i lokalizacją 
pozachromosomowego DNA telomcrowego nasu­
nęły przypuszczenie, iż proces ALT również w ko­
mórkach ssaków jest prawdopodobnie procesem re- 
kombinacyjnym. Powstało kilka hipotez do­
tyczących przebiegu ALT. Dla niektórych z hipotez 
znaleziono przynajmniej częściowe potwierdzenie i 
wydaje się, że proces ALT w rzeczywistości jest ich 
kompilacją.

IV-1. Struktura telomeru w mechanizmie ALT

Telomer, a przede wszystkim jego  wolny koniec 3 ’ 
rozdzielający nici DNA (Ryc. 1), tworzy prze­
strzenną strukturę, która teoretycznie mogłaby pro­
mować zarówno replikację, jak  i rekombinację. Pętle 
t i D m ogą odgrywać rolę w mechanizmie ALT po­
przez replikację zależną od rekombinacji, pro­
w adzącą do odbudowy telomeru na matrycy nici te- 
lomerowej według modelu obracającego się koła, z

wykorzystaniem końca 3 ’ jako startera [80]. W ystę­
pujące w obrębie telomeru białko POT1 jest inhibito­
rem replikacji, zaś w ciałkach APB występują białka 
rckombinacyjne, które m ogą uczestniczyć w tym 
procesie. Początkowe założenie, że podstawową 
funkcją struktur obecnych na końcu chromosomu 
jest ochrona i stabilizacja DNA stoi w sprzeczności z 
tezą, jakoby  struktury te sprzyjały tak dynamicznym 
procesom jak  rekombinacja [4], Wydaje się jednak, 
iż procesy takie m ogą występować w komórkach no­
wotworowych, a być zablokowane w komórkach 
prawidłowych.

IV-2. Rekombinacja intra- i interchromosomowa

Występowanie analogicznych sekwencji nukle- 
otydowych na końcu każdej chromatydy stwarza w a­
runki dla rekombinacji homologicznej między telo- 
merami tego samego lub różnych chromosomów. 
Taka rekombinacja została potwierdzona doświad­
czalnie z w ykorzystaniem tzw. „D N A -tags”, czyli 
poprzez „znakow anie” telomerów i obserwacje pro­
pagacji znacznika w populacji komórek. O bserw o­
wano wzrost liczby wyznakowanych telomerów 
wraz z ilością podziałów komórkowych, oraz efek­
tywną propagację tylko tych „D N A -tags,\  które 
wstawione zostały do telomeru dystalnie [81]. Pro­
ces ten nie występował w komórkach, w których była 
aktywna telomeraza. Wolny koniec 3 ’ jednego telo­
meru dzięki homologii z DNA drugiego telomeru jest 
prawdopodobnie zdolny do zaatakowania jego  dwu- 
niciowej struktury. Umożliwia to replikację zależną 
od rekombinacji a co za tym idzie wydłużenie te lo­
meru [82] (Ryc. 2). Wykonane doświadczenia nie 
mogą jednak  wykluczyć możliwości propagacji 
„DNA-/flg5” poprzez pośrednią fazę ECTR.

Wykazano ponadto związek pomiędzy defektami 
systemu naprawy błędnie sparowanych zasad M M R 
(ang. M ism atch R epa ir), a występowaniem m echani­
zmu ALT u S. cerevisiae  [83], co sugerowałoby ha­
mowanie ALT przez ten system naprawczy. MMR 
może stanowić barierę dla wielu procesów za ­
chodzących w obrębie telomeru, poprzez uniem ożli­
wienie interakcji pomiędzy DNA a enzymami re- 
kombinacyjnymi. Uszkodzenie MM R byłoby tu w a­
runkiem koniecznym dla wystąpienia fenotypu ALT.

IV-3. Rola pozachrom osomowego DNA 
telom erowego

Wysoka dynam ika zmian długości telomerów 
wskazywałaby na udział ECTR w procesach ALT po­
przez integrację tego DNA do telomerów chromoso-
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Ryc. 2. Wydłużanie tełomeru poprzez rekombinacją międzytclomcrową. Wolny koniec 3 ’ DNA oddziałuje z drugim tclomercm i zostaje wykorzystany 
jako starter dla syntezy. Tak powstały długi koniec 3 ’ zostaje następnie uzupełniony przez system replikacyjny.

mów lub łączenie końców ECTR z końcami chromo­
somów (Ryc. 3). Integracja poprzez rekombinację 
dużych fragmentów DNA do telomerów została za-

jest jednym  z podstawowych mechanizmów utrzy­
mania integralności DNA chromosomalnego. Retro- 
transpozycja jes t  procesem przypominającym inte-

krótki telomer

Ryc. 3. Wydłużanie tełomeru poprzez łączenie z pozachromosomalnym DNA telomerowym. a) integracja kolistej cząstki -  pozachromosomalnc DNA 
telomerowe wbudowuje się do istniejącego tełomeru poprzez rekombinacją homologiczną; b) wydłużenie telomerów poprzez łączenie końca 
tełomeru z cząsteczką pozachromosomalncgo DNA tclomcrowcgo.

obserwowana wcześniej m.in. u drożdży Saccharo­
myces cerevisiae, muszki owocowej i Giardia lam- 
blia [40, 41 ,84, 85]. Organizmy te posiadają retro- 
transpozony, których przenoszenie do telomerów

152

grację pozachromosomowego DNA telomerowego i 
wydaje się, iż może on pełnić w komórkach ALT po­
dobną rolę, jednakże jak  dotąd nie znaleziono dla tej 
hipotezy potwierdzenia. Zaobserwowano jednak
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proces odwrotny, czyli szybkie skracanie telomerów 
TRD (ang.: T elom ericR ap idD ep letion ), który p raw ­
dopodobnie generuje ECTR [86,87]. Obecność DNA 
w ciałkach APB wraz z białkami rckombinacyjnymi 
sugeruje, że proces wstawiania pozachromosomo- 
wego DNA telomerowego jest możliwy. Jednak w 
świetle badań B u c h o 1 c i współpracowników [8 6 ] 
nie można stwierdzić jednoznacznie, czy obecność 
DNA w APB jest wymagana do zajścia ALT z w yko­
rzystaniem m echanizmu integracyjnego, czy też jest 
produktem końcow ym innych m echanizmów propo­
nowanych dla ALT. Wydaje się jednak, że cząstki 
ECTR są za krótkie, aby przy ich wykorzystaniu do 
integracji możliwe były obserwowane bardzo duże 
zmiany długości telomerów. Istnieje także hipoteza 
doszukująca się roli ECTR w angażowaniu białek 
normalnie asocjujących z telomerami. Nie bez zna­
czenia jes t też obserwacja, że ciałka APB pojawiają 
się w fazach S/G2/M cyklu komórkowego, a więc 
wtedy, gdy zachodzi rekombinacja DNA [8 8 ], 

Całkowicie odmienna od rekombinacyjnej jest 
teoria zakładająca użycie pozachromosomowego 
DNA telomerowego jako matrycy, na której odbudo­
wywany jest telomer. ECTR jest cząstką liniowego 
dsDNA, uważa się jednak, że część tego DNA wystę­
puje w formie kolistej, co umożliwiłoby replikację 
zgodnie z modelem toczącego się koła. Według tej 
hipotezy wolny koniec 3 ’ odpychałby jed n ą  z nici 
dsDNA ECTR, tworząc widełki rcplikacyjne i uży­
wając drugiej nici DNA jako matrycy (Ryc. 4). Taki 
proces pozwalałby na szybkie wydłużanie telomc- 
rów do długości obserwowanych w komórkach ALT, 
jak  również wyjaśniałby obserwowane wydłużanie

zarówno bardzo krótkich jak i średniej długości telo­
merów [87]. Proces nazwany „roll and spread” zaob­
serwowano u drożdży K luyverom yces lactis, które 
były pozbawione funkcjonalnej telomerazy. Drożdże 
takie odtwarzały telomery poprzez syntezę jednego 
telomeru na matrycy plazmidu imitującego ECTR, a 
następnie użycie tego telomeru jako matrycy dla po­
wstania pozostałych [89]. Można spekulować, iż 
proces ten jes t możliwy w komórkach ssaków, jak  na 
razie jes t to tylko hipoteza. Jak dotąd nie prowadzo­
no badań w tym kierunku.

V. Telomeraza a ALT

Niektóre komórki z aktywną telomerazą mają 
wydłużone i heterogenne telomery, charakterystycz­
ne dla fenotypu komórek ALT, co może wskazywać 
na możliwość współistnienia w jednej komórce oby­
dwu mechanizmów [76]. Stwierdzono m.in., że ekto- 
powa ekspresja telomerazy w komórkach ALT, po­
dobnie jak  fuzja komórek ALT z komórkami z ak­
tywną telomerazą, nie znosi w tych komórkach alter­
natywnego wydłużania telomerów [33,49]. Chrom o­
somy nie utraciły fenotypu telomerów charaktery­
stycznego dla komórek ALT [27, 33, 36, 49]. Zaob­
serwowano także preferencyjne wydłużanie najkrót­
szych telomerów przez telomerazę [27]. Nie ma j e d ­
nak zgody, co do represji ALT przez telomerazę. 
Pojawiają się zarówno doniesienia, iż nie jest ono ha­
mowane [27, 33, 36], jak  również, że najdłuższe telo­
mery po wprowadzeniu białkowej składowej telome­
razy są szybko skracane, a cały proces ALT ham ow a­
ny [91]. Istnieje także różnica pomiędzy komórkami

Ryc. 4 . Wydłużanie tciomcru poprzez replikację w modelu obracającego się koła z wykorzystaniem ECTR jako matrycy. Wolny koniec 3 ’ teiomeru 
oddziałuje z kolistym ETCR i służy za starter replikacji. Model ten wyjaśniałby obserwowane duże zmiany długości pojedynczych telomerów.
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z ektopową ekspresją telomerazy i komórkami fuzyj- 
nymi. Zauważono, że w niektórych typach komórek 
fuzyjnych ALT jest hamowane, a długie telomery 
skracane, w odróżnieniu od komórek, do których 
wprowadzono gen białkowej części telomerazy [33, 
49]. Możliwe jest, iż procesy ALT przebiegają w ko­
mórkach fuzyjnych i z ektopową ekspresją telomera­
zy na tyle wolniej, iż za pom ocą badania tylko dyna­
miki zmian długości telomerów nie można w pra­
widłowy sposób ocenić wzajemnych relacji pom ię­
dzy obydwoma mechanizmami wydłużania telome­
rów. Badania nad oceną częstości rekombinacji w 
tego typu komórkach są w dalszym ciągu prow adzo­
ne [92]. W komórkach o fenotypie ALT występuje 
metylacja wysp CpG w promotorze genu kodującego 
hTERT blokująca powstawanie białka, która nie w y­
stępuje w komórkach prawidłowych [93]. Możliwe 
jest również, że zarówno telomeraza, jak  i ALT 
(ECTR) angażują te same białka telomerowe, co do­
prowadza do kompetycji między procesami. To, k tó­
ry proces przeważy, zależy m.in. od typu komórek 
oraz sposobu ich immortalizacji. Wykazano rów ­
nież, że podwyższony poziom ekspresji jednego z 
wariantów splicingowych hTERT mRNA jest 
związany z występowaniem fenotypu ALT [94], 
Białko to ma niską aktywność katalityczną spowodo­
waną brakiem kilku am inokwasów centrum katali­
tycznego [95]. W ystępuje ono także w komórkach 
prawidłowych i embrionalnych [94]. Początkowo 
uważano, że w jednej komórce będzie następował 
albo proces ALT, albo będzie aktywna telomeraza, 
wydaje się jednak, że w wielu przypadkach procesy 
te nie tylko się nie wykluczają, ale nawet uzu­
pełniają.

VI. ALT w komórkach prawidłowych

Proces ALT nie jest prawdopodobnie ograniczony 
tylko do komórek nieśmiertelnych, zaobserwowano 
bowiem szybką utratę DNA telomerowego w sta­
rzejącej się hodowli ludzkich fibroblastów, gdzie 
stwierdzono wydłużenie najkrótszych telomerów 
kosztem długich. Zdolność fibroblastów do prze­
trwania zależała od średniej długości wszystkich te­
lomerów, a nie od długości najkrótszych [96]. Wyda­
je  się zatem, że prawidłowe komórki człowieka 
m ogą mieć zdolność wydłużania telomerów bez 
udziału telomerazy, jes t to jednak  proces na tym eta­
pie naszej wiedzy bardzo mało poznany i trudny do 
badania w organizmie ludzkim jako całości.

U myszy pozbawionych genu kodującego 
białkową część telomerazy, które teoretycznie nie 
powinny być żywotne z uwagi na zaburzenia rozw o­

jow e i dysfunkcję układu immunologicznego, 
stwierdzono występowanie fenotypu ALT. Myszy 
takie nie tylko nie w ykazywały początkowo zabu­
rzeń rozwojowych i odpornościowych, ale i były 
płodne nawet do sześciu generacji [97, 98], Istnienie 
takich myszy dowodzi, iż mimo swej niewątpliwej 
istotności dla rozwoju organizmu, zarówno w 
wydłużaniu telomerów, jak  i innych funkcjach telo­
merazy związanych z u trzym aniem  integralności ge­
nomu, nie jes t  to enzym niezbędny, a przynajmniej 
jego brak nie ujawnia się fenotypowo w pierwszych 
pokoleniach. Jest to jednak  enzym istotny, bowiem 
myszy gromadziły stopniowo aberracje chrom oso­
mowe, aż do pojawienia się uszkodzeń i deformacji 
komórek rozrodczych, enterocytów oraz zaburzeń 
układu krwiotwórczego i odpowiedzi im m unolo­
gicznej. Brak telomerazy stawał się letalny po czte- 
rech-sześciu pokoleniach. Na podstawie tych do­
świadczeń można przypuszczać że obydwa systemy 
wydłużania telomerów m ogą się do pewnego stopnia 
zastępować, jednak  obecność telomerazy jes t  nie­
zbędna w przemianie pokoleń. System alternatyw­
nego wydłużania telomerów był w stanie utrzymać 
krótkie telomery, jednak  nie był w stanie zastąpić te­
lomerazy w jej funkcjach związanych z zapobiega­
niem powstawaniu fuzji i innych aberracji między- 
chromosomowych.

VII. Implikacje kliniczne odkrycia ALT

Od momentu odkrycia telomeraza stała się obiek­
tem intensywnych badań w celu znalezienia jej se­
lektywnych inhibitorów o znaczeniu terapeutycz­
nym. Fakt, że komórka nowotworowa musi posiadać 
mechanizm odbudowy telomerów w połączeniu z 
wynikami badań, w których stwierdzono aktywność 
telomerazy w ponad 80% ludzkich nowotworów 
sprawił, że enzym ten wydał się bardzo obiecującym 
celem chemioterapii nowotworów [99]. Odkrycie al­
ternatywnego mechanizmu wydłużania telomerów, 
mogącego współistnieć w komórkach z aktywną te­
lomerazą i mogącego występować w komórkach pra­
widłowych, podważyło celowość użycia inhibitorów 
telomerazy w leczeniu wszystkich zmian now otw o­
rowych. Będące obecnie na etapie badań klinicznych 
chemioterapeutyki wpływające na aktywność telo­
merazy m ogą okazać się nieskuteczne, ponieważ nie­
które komórki nowotworowe w ykazują zdolność 
przełączenia się na inny mechanizm odbudowy telo­
merów. W przyszłości wskazane może być połącze­
nie chemioterapii, skierowanej przeciwko aktywno­
ści telomerazy, z lekami wpływającymi na procesy 
rekombinacyjne, co jednak  wydaje się trudne z uwa­
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gi na istotne znaczenie tych ostatnich dla przeżycia 
komórek [100]. Komórki nowotworowe o fenotypie 
ALT wprowadzone do organizmów myszy z uszko­
dzonym układem immunologicznym m ają obniżoną 
zdolność do tworzenia przerzutów, co wskazy­
wałoby na m ożliw ą m niejszą złośliwość now otw o­
rów o fenotypie ALT [101, 102], Stwierdzono rów ­
nież, że pacjenci cierpiący na glejaka wielopostacio- 
wego mają dwa razy dłuższy czas przeżycia, gdy no­
wotwór ma fenotyp ALT [20], Dłuższy czas przeży­
cia tych pacjentów może być przypuszczalnie 
związany z w iększą wrażliwością komórek ALT na 
radioterapię, jednak  nie wykazano tego in vitro. Te 
doniesienia pozw alają  przypuszczać, że pomimo od­
krycia procesu alternatywnego wydłużania telome­
rów, należy kontynuować opracowywanie terapii 
opartych na hamowaniu aktywności telomerazy. Ist­
nieje jednak  potrzeba wykonania badań przesiewo­
wych, aby określić znaczenie ALT dla różnych 
nowotworów, jak  również kontynuowania badań 
podstawowych, aby lepiej poznać zachodzące w ob­
rębie ludzkich telomerów procesy rckombinacyjnc, a 
zarazem mieć szansę ich kontrolowania.
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Inhibitor kinaz tyrozynowych STI571 — nadzieja na 
przełom w leczeniu białaczek?

Tyrosine kinase inhibitor STI571 — a breakthrough in 
leukemias treatment?

AGNIESZKA CZECHOWSKA1, JANUSZ BŁASIAK2

S p is  treśc i:

I. W prowadzenie
II. O nkogenne kinazy tyrozynowe
III. Inhibitor STI571
IV. Struktura kom pleksu c-ABL:STI571
V. STI571 w leczeniu białaczek

V -l. Rozwój strategii leczenia
V-2. Oporność i skutki uboczne
V-3. Oddziaływ anie z innym i lekam i

VI. STI571 w leczeniu innych nowotworów
VII.Uwagi końcow e

Wykaz stosowanych skrótów: ABL, ARG, FLT-1, c-SRC, 
c-MET —  niereceptorowe kinazy tyrozynowe; AGP —  kwaśna 
glikoproteina a - l ;  ALK, HER-2, KDR —  receptorowe kinazy 
tyrozynowe (RTK); ALL —  ostra białaczka limfoblastyczna; 
AML —  ostra białaczka szpikowa; Bcl-xl —  białko hamujące 
apoptozę; BCR —  region złamań chromosomu 22; CML —  
przewlekła białaczka szpikowa; CM M L —  przewlekła białacz­
ka mieloblastyczna; DFG —  peptyd asparagina-fenyloalani- 
na-glicyna; EGFR —  receptor naskórkowego czynnika wzrostu; 
erbB-2, R E T —  protoonkogeny komórkowe; HU —  hydroksy- 
mocznik; INF —  interferon-a; JAK —  kinazy cytoplazmatycz- 
ne z rodziny Janus; KIT —  receptor z aktywnością kinazy tyro- 
zynowej; MAP —  białka stowarzyszone z mikrotubulami; 
M D R -l —  gen oporności wielolekowej; NPM —  fosfoproteina 
jąderkowa; PDFGRfJ —  receptor czynnika wzrostu po­
chodzącego z płytek krwi; PKC, PKA —  kinazy serynowo-tre- 
oninowe; Ph —  chromosom Filadelfia; PgP —  białko odpowie­
dzialne za oporność wielolekową; PTK —  białkowe kinazy ty­
rozynowe; RAD51 —  ludzki homołog bakteryjnego RecA 
biorący udział w naprawie DNA przez rekombinację homolo­
giczną,; SCF —  czynnik wzrostu komórek pnia, ligand dla re­
ceptora c-KIT; STAT5, TEL, c-FOS —  czynniki transkrypcyjne
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I. Wprowadzenie

Realizacja projektu sekwencjonowania genomu 
człowieka przyniosła zaskakującą informację, że 
około 2 0 % naszych genów koduje produkty biorące 
udział w przesyłaniu sygnałów w komórkach. G łów­
nymi modulatorami tych procesów są reakcje fosfo- 
rylacji/defosforylacji, w których reszta fosforanowa 
ulega enzymatycznemu przemieszczeniu z jednego 
białka komórki do drugiego, mogące aktywować i in- 
aktywować sygnały. Fosforylacja może być prowa­
dzona przez kinazy, a defosforylacja przez fosfatazy. 
Dotychczas opisano ponad 500 kinaz i 150 fosfataz, 
a jedną  z grup kinaz są kinazy tyrozynowe (PTK) fos- 
forylujące tyrozynę docelowego białka. Do tej pory 
poznano 90 takich kinaz, lecz można oczekiwać, że 
ich liczba jest większa. Enzymy te można sklasyfiko­
wać jako transbłonowe (receptorowe), przekazujące 
sygnały od receptorów błonowych do wnętrza ko­
mórki, oraz cytoplazmatyczne niereceptorowe kina­
zy tyrozynowe, przejm ujące sygnały w ewnątrzko­
mórkowe. Niektóre nowotwory złośliwe, przede 
wszystkim białaczki, charakteryzują się ekspresją 
białek wykazujących aktywność kinaz tyrozyno­
wych, w tym BCR/A BL i c-KIT. W porównaniu z ko­
mórkami prawidłowymi, białka te wykazują zw ięk­
szoną aktywność enzymatyczną, w wyniku czego w
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sposób niewłaściwy przejm ują i przekształcają 
wewnątrzkomórkowe sygnały transkrypcji, prolife­
racji i apoptozy, zakłócając prawidłowy przebieg 
procesów komórkowych, tym samym przyczyniając 
się do powstawania fenotypu nowotworowego. W y­
daje się zatem, że te i inne specyficzne dla now otw o­
rów złośliwych białka o aktywności kinazy tyrozy- 
nowej mogą być celem molekularnej terapii skiero­
wanej przeciwko tym chorobom. W tym kontekście 
wprowadzenie na rynek farmaceutyczny inhibitora 
przekazywania sygnałów, który preferencyjnie ha­
muje aktywność kinazy tyrozynowej produktów pro- 
toonkogenów ABL, c-K IT  i p łytkowego czynnika 
wzrostu można wiązać z nadzieją na przełom w le­
czeniu białaczek i innych now otw orów  złośliwych.

ILOnkogenne kinazy tyrozynowe

W regulacji przesyłania sygnałów komórkowych 
biorą udział dwa rodzaje PTK: receptorowe i cyto- 
plazmatyczne (Ryc. 1). Pierwsze są zakotwiczone w 
błonie komórkowej dzięki domenie transbłonowej o

do jądra, gdzie ulegną ekspresji określone geny. 
Wśród cytoplazmatycznych PTK wyróżnia się kina­
zy związane z określonymi receptorami, które ule­
gają aktywacji w wyniku przyłączenia liganda do re­
ceptora i kinazy wolne, aktywowane przez wpływ j o ­
nów do komórki lub w czasie przejścia komórki z 
jednego stadium cyklu komórkowego do drugiego. 
M echanizm  aktywacji i działania kinaz niereceptoro- 
wych jes t  prawie taki sam jak  kinaz receptorowych. 
C echą wspólną kinaz receptorowych i cytoplazma­
tycznych, związaną z pełnioną funkcją, jest obec­
ność charakterystycznej domeny katalitycznej. Do 
jej najważniejszych elementów należy zaliczyć m iej­
sce wiązania ATP, będącego donorem grup fosfora­
nowych, i miejsce wiążące substrat, do którego kina- 
za przenosi grupy fosforanowe z ATP [1].

Aktywność fosforylacyjna kinaz tyrozynowych w 
komórce jest kontrolowana przez fosfatazy tyrozy­
nowe, które odłączając grupy fosforanowe od kinaz 
oraz substratów kinaz, inaktywująje . Jednakże pew ­
ne m echanizm y um ożliwiają kinazom wyłamywanie 
się spod tej kontroli i przesyłanie w sposób ciągły sy-

Ryc. 1. Przesyłanie sygnału przez kinazy tyrozynowe. Po lewej stronie —  kinazy receptorowe, po prawej —  cytoplazmatyczne związane z receptorami. 
K —  domena katalityczna kinazy, P —  grupa fosforanowa, R —  receptor (na podstawie [1]).

charakterze hydrofobowym i odbierają sygnały 
zewnątrzkomórkowe przez związanie liganda z do­
m eną zewnątrzkomórkową, w wyniku czego nastę­
puje aktywacja domeny cytoplazmatycznej. Pierw­
szym etapem aktywacji jes t dimeryzacja receptorów 
i zmiana ich konformacji, drugim —  autofosforyla- 
cja. Procesy te zapoczątkow ują kaskadę reakcji fos­
forylacji, w wyniku których aktywowane są kolejne 
białka do momentu, aż sygnał zostanie przekazany

gnału na przykład do proliferacji, czego efektem 
może być inicjacja transformacji nowotworowej. 
Onkogenny charakter kinaz może być spowodowany 
mutacjami. W wyniku translokacji chromosomo­
wych, geny kinaz tyrozynowych ulegają fuzji z inny­
mi genami, dając kinazy fuzyjne o zwiększonej ak­
tywności w porównaniu z kinazani typu dzikiego. 
Natomiast do nabycia zdolności do dimeryzacji lub 
autofosforylacji, bez związania liganda z recepto­
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rem, najczęściej przyczyniają się delecje lub mutacje 
punktowe w obrębie domeny zewnątrzkomórkowej, 
transbłonowej lub cytoplazmatycznej [ 1].

Podwyższoną aktywność onkogennej kinazy tyro- 
zynowej, w stosunku do kinazy typu dzikiego, obser­
wuje się w przypadku produktu onkogenu BC R/A B L , 
występującego w niektórych białaczkach. Onkogen 
ten powstaje w wyniku transłokacji między długimi 
ramionami chromosom ów 9 i 22 (t(9;22) (q34;ql 1)) 
(Ryc. 2) [2]. Efektem jest  powstanie chromosomu Fi­
ladelfia*, występującego w około 95% przypadków 
przewlekłej białaczki szpikowej (CML) i około 10% 
przypadków ostrej białaczki limfoblastycznej (ALL) 
[3]. Pęknięcia w obu chromosomach, zapoczątko­
wujące translokację, m ają  miejsce w obrębie genów 
BCR i c-ABL. Ciągłość chromosomu 9 zostaje prze­
rwana w protoonkogenie c-A B L , którego większy 
fragment jest przenoszony do locus genu BCR  w

sie: 180, 185-190 , 203, 210 i 230 kDa. Wszystkie te 
białka m ają aktywność enzymatyczną kilkakrotnie 
większą od tej, jak ą  wykazuje kinaza c-ABL, jednak 
jej poziom jest zróżnicowany, co może być związane 
z różnymi postaciami białaczek [5]. Do cech odróż­
niających kinazę tyrozynową BCR/ABL od c-ABL, a 
mających prawdopodobnie duży wpływ na jej 
właściwości onkogenne, należy również zaliczyć: 
zdolność fosforylacji białek nie rozpoznawanych 
przez c-ABL, preferencyjna lokalizacja cytoplazma- 
tyczna (c-ABL występuje w cytoplazmie, jak  rów­
nież w jądrze), stymulacja naprawy uszkodzeń DNA 
wywołanych przez leki przeciwnowotworowe oraz 
promieniowanie jonizujące, jak  również hamowanie 
procesu apoptozy. Dodatkowo komórki BCR/ABL^, 
w porównaniu z komórkami prawidłowymi, w yka­
zują proliferację niezależną od czynników wzrostu
[3]-

Ryc. 2. Powstanie chromosomu Filadelfia w wyniku transłokacji pomiędzy 
presji do onkogennej kinazy tyrozynowej BCR/ABL (dół).

chromosomie 22 [4], Ponieważ pęknięcia te mogą 
powstawać w kilku różnych miejscach genów BCR  i 
c-A B L , powstały gen fuzyjny BCR/ABL  może mieć 
różną długość i kodować białka fuzyjne o różnej ma-

Chromosom Filadelfia został opisany w „Postępach Biochemii” 
48 (3) 2002

chromosomami 9 i 22 (góra) dającej gen fuzyjny BCR/ABL ulegający eks-

Oprócz fuzji z genem B C R , onkogen c-ABL  może 
również ulegać połączeniu z genem TEL chrom oso­
mu 12. W wyniku tej transłokacji powstaje onkogen- 
na kinaza tyrozynową TEL/ABL, indukująca 
transdukcję sygnału w sposób podobny do 
BCR/ABL. Onkogen TEL/ABL  ulega ekspresji w 
białaczkach, głównie ALL i AML [1],

c-KIT jes t onkogenną kinazą tyrozynową, na­
leżącą do grupy kinaz receptorowych. W jego  budo­
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wie wyróżnia się domeny cytoplazmatyczną, mię- 
dzybłonowąi zewnątrzkomórkową, w iążącą czynnik 
wzrostu odgrywający w ażną rolę w procesie hemato- 
poezy (SCF) [6 , 7]. W wyniku przyłączenia liganda, 
do jądra komórkowego dociera sygnał do aktywacji 
genów biorących udział w regulacji wzrostu kom ór­
ki. W przypadku raka jelita  cienkiego obserwuje się 
spontaniczną dimeryzację i aktywację receptora, nie­
zależną od obecności SCF [8 ]. Przyczyną jest m uta­
cja w rejonie kodującym dom enę transbłonową. 
Zmiana może mieć różny charakter, jednak  najczę­
ściej obserwuje się mutację, p row adzącą do zastąpie­
nia glicyny przez walinę w pozycji 559 lub delecję 
siedmiu aminokwasów. Podobnie jak  w przypadku 
genu BCR/ABL, zwiększona aktywność nadaje re­
ceptorowi c-KIT charakter onkogenny [6 ]. Mutację 
w obrębie c-K IT  obserwuje się również w przypadku 
drobnokomórkowego raka płuc, raka prostaty, w gu­
zach piersi, szyjki macicy i ja jn ików  [6 , 8 ],

Do receptorowych kinaz tyrozynowych można 
również zaliczyć PD FG Rß (receptor ß czynnika 
wzrostu pochodzącego z płytek krwi) i ALK, które, 
podobnie jak  c-ABL, m ogą ulec fuzji z produktem 
innego genu —  PDFGRß z TEL, a A LK  z NPM, cze­
go efektem jest inicjacja transformacji nowotworo­
wej. Natomiast dla protoonkogenow R E T  i erbB-2, 
kodującego EGFR (receptor naskórkowego czynnika 
wzrostu), decydujące znaczenie ma mutacja punkto­
wa prowadząca do zastąpienia jednego aminokwasu 
innym w domenie zewnątrzkomórkowej lub cytopla- 
zmatycznej receptora RET oraz transbłonowej 
EGFR. Również delecja domeny zewnątrzkomórko­
wej EGFR może być przyczyną zwiększonej aktyw­
ności receptora, niezależnej od liganda, co wpływa 
na przesyłanie w sposób ciągły sygnału do wzrostu 
komórki [ 1],

Ze względu na związek onkogennych kinaz tyro­
zynowych z procesem nowotworzenia, hamowanie 
aktywności tych białek może mieć kluczowe znacze­
nie w leczeniu nowotworów. Miejsce wiążące ATP, 
ze względu na powszechność występowania w do­
menie katalitycznej kinaz, może być głównym celem 
leku skierowanego przeciwko onkogennej kinazie 
[9]. Pomimo tego, że miejsce wiążące ATP jest w yso­
ce zachowanym motywem, udało się zaprojektować i 
zsyntetyzować wiele cząsteczek współzaw od­
niczących z ATP, w tym: ST1571 (Gleevec, Glivec, 
imatinib m esylate), hamujący aktywność c-ABL czy 
PKI 166, skierowany przeciwko EGFR i HER2. K i­
nazy wykazują duże podobieństwo w budowie, gdy 
są w konformacji aktywnej, jednak po przyjęciu kon­
formacji nieaktywnej różnią się na tyle, by mogły zo­
stać rozróżnione przez inhibitor. Dzięki temu możli­

we stało się selektywne hamowanie kinaz tyrozyno­
wych przy użyciu małocząsteczkowych inhibitorów 
o budowie zbliżonej do cząsteczki ATP [9, 10]. A l­
ternatywną strategią może być użycie przeciwciał 
monoklonalnych, skierowanych przeciwko sw o­
istym kinazom tyrozynowym, pełniącym rolę anty­
genu. Obecnie najlepiej poznany jest herceptin —  
przeciwciało monoklonalne skierowane przeciwko 
receptorowi Elcr-2 /neu, którego zwiększony poziom 
obserwuje się w raku piersi [ 10].

III. Inhibitor STI571

Dzięki możliwości współzawodniczenia z 
cząsteczką ATP, inhibitor STI571 działa antagoni- 
stycznie względem niektórych kinaz tyrozynowych. 
Specyficzne hamowanie aktywności onkogennej k i­
nazy tyrozynowej BCR/ABL, poprzez fizyczne blo­
kowanie miejsca wiążącego ATP, uniemożliwia 
przenoszenie grup fosforanowych z ATP na tyrozynę 
substratu. W efekcie zapobiega to procesowi n iepra­
widłowego przekazywania sygnałów w komórkach 
białaczkowych (Ryc. 3), m iędzy innymi do p o ­
działów komórkowych [ 11],

Ryc. 3. Mechanizm oddziaływania STI571 z onkogenną kinazą tyrozy- 
nową BCR/ABL. Obszar kropkowany —  białko biorące udział 
w przesyłaniu sygnału, na które substrat kinazy BCR/ABL 
przenosi grupę fosforanową, Y —  tyrozyna (na podstawie 

[11]).

Pierwotnie cząsteczka STI571 została nazwana 
CGP 5 7 -148B, jednak  ze względu na jej udział w ha­
mowaniu przesyłania sygnału w komórce przez inak- 
tywację onkogennej kinazy tyrozynowej c-ABL, n a ­
zwę zmieniono na STI571 (ang. signal transduction  
inhibitor  571) [11]. Lek ten został zaprojektowany 
przez firmę Novartis i jest znany jako Gleevec, 
Glivec lub imatinib m esylate  [9].

Pod względem chemicznym, STI571 jes t  po­
chodną 2-fenyloaminopirymidyny (Ryc. 4). Główny 
składnik tego związku został zidentyfikowany w
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trakcie procesu poszukiwania inhibitorów kinazy 
białkowej C [9, 12-14], Do rdzenia cząsteczki, który 
stanowi pochodna fenyloaminopirymidyny, z jednej 
strony został przyłączony pierścień pirydynowy w 
pozycji 4 ’ pirymidyny, który zwiększył aktywność 
cząsteczki jako inhibitora w komórce. Z drugiej stro­
ny do pierścienia fenylowego przyłączona jest grupa 
amidowa, odpowiedzialna za hamowanie aktywno­
ści kinaz tyrozynowych i grupa metylowa, znoszącą 
niepożądaną aktywność przeciwko kinazie białko­
wej C. Elementem, zw iększającym  zarówno roz­
puszczalność jak  i dostępność STI571 w komórce, 
okazał się być wysoce polarny łańcuch boczny, któ­
rym jest N-metylopiperazyna, przyłączona do grupy 
amidowej [14], Wzór chemiczny takiej cząsteczki to 
C30H35N 7SO4, natomiast jej masa molowa 589,7

Ryc. 4. Struktura chemiczna STI571.

g/mol. Średni czas półtrwania związku określa się na 
około 12-14 godzin [12],

W trakcie badania STI571 in vitro , wykryto jego 
aktywność jako inhibitora v-ABL. Nie stwierdzono 
natomiast hamowania fosforylacji kinaz seryno- 
wo-treoninowych (PKC, PKA), jak  również innych 
kinaz tyrozynowych (EGFR, KDR, F it -1, c-SRC, 
c-MET) [9, 15-17]. In vivo, oprócz hamowania auto- 
fosforylacji kinazy tyrozynowej v-ABL, inhibitor 
STI571 jest aktywny względem  białek fuzyjnych 
ABL, takich jak: p 2 10 BCR/ABL, p 1 85 BCR/ABL i 
TEL/ABL. STI571 preferencyjnie hamuje sygnał po­
chodzący od zaktywowanego przez ligand receptora 
PDGFR[3, autofosforylację receptora c-KIT oraz ak­
tywację kinaz MAP w komórkach M 0 7 e  [9]. W 
obecności STI571 blokow ana jes t też ekspresja 
mRNA czynnika transkrypcyjnego c-FOS [12]. 
Ostatnio przeprowadzone badania dowiodły również 
wrażliwość kinazy ARG na ST1571 [14],

Hamowanie autofosforylacji kinazy BCR/ABL 
jest ściśle związane z aktyw nością antyprolifera- 
cyjną STI571. Proliferacja komórek wykazujących 
ekspresję onkogenu BC R/ABL  może być selektywnie 
zablokowana przez inhibitor S T I5 7 1, co kieruje je  na 
drogę apoptozy. Również nowo powstałe komórki 
białaczkowe ze zidentyfikowanym  chromosomem 
Filadelfia (Ph+), u pacjentów z CML i ALL wykazują 
wrażliwość na działanie antyproliferacyjne STI571 
[9, 18, 19]. Indukcja apoptozy jes t  wynikiem ham o­
wania aktywności białka STAT5 (ang. signal

transdncer and activator o f  transcription  5), która 
jest podwyższona w komórkach wykazujących eks­
presję onkogenu BCR/ABL  [14, 20, 21]. Obecność 
ST1571 zmniejsza zdolność STAT5 do aktywowania 
ekspresji antyapoptotycznego białka Bcl-xl [14],

IV. Struktura kompleksu c-ABL:STI571

Dzięki badaniom krystalograficznym możliwe 
stało się dokładne opisanie sposobu przyłączania się 
inhibitora do kinazy, trójwymiarowej struktury kom ­
pleksu c-A BL:STI571, typu wiązań, które tworzy 
STI57 1 z c-ABL, jak  również wyjaśnienie od czego 
zależy selektywność działania STI571 [22],

Cząsteczka inhibitora specyficznie rozpoznaje 
nieaktywną i nieufosforylowaną formę kinazy tyro­
zynowej c-ABL. Przyjęcie konformacji nieaktywnej 
odgrywa decydującą rolę w selektywnym przyłącza­
niu STI571, ponieważ taka konformacja różni się od 
konformacji nieaktywnej innych kinaz, takich jak 
c-SRC, względem których STI571 jest nieaktywny 
[23]. Różnice między konformacjami kinaz dotyczą 
głównie pętli aktywacyjnej. W przypadku konforma­
cji aktywnej, pętla ta przyjmuje postać otwartą, w 
której jej część C-końcowa jest  odsunięta od centrum 
katalitycznego, tworząc platformę ułatwiającą 
związanie substratu. Poza tym, taka konformacja 
otwarta umożliwia interakcję Asp w pozycji 381, 
będącej składnikiem ściśle zachowanego motywu 
DFG (Asp-Phe-Gly) w odcinku N-końcowym pętli, z 
jonami magnezu, koordynującymi grupy fosforano­
we ATP. STI571 nie może zakotwiczyć się w dom e­
nie katalitycznej aktywnej kinazy c-ABL, gdyż za­
równo pierścień fenylowy jak  i piperazynowy inhibi­
tora kolidowałby z niektórymi aminokwasami pętli 
aktywacyjnej, a szczególnie widocznie z Asp-381 i 
Lcu-384. W przypadku konformacji nieaktywnej, 
tworzącej kompleks z STI571, położenie pętli akty­
wacyjnej zmienia się w znaczący sposób. Część pę­
tli, głównie ta otaczająca Tyr-393, która w tej struk­
turze jest nieufosforylowana, naśladuje substrat 
przyłączony do domeny katalitycznej c-ABL, czego 
efektem jes t blokowanie miejsca aktywacji. Odcinek 
N-końcowy pętli, zawierający motyw Asp-Phe-Gly, 
ulega obróceniu w stosunku do aktywnej konforma­
cji, w wyniku czego Phe-382 w motywie DFG, za­
miast Asp-381, zostaje skierowana w stronę miejsca 
wiążącego ATP i właśnie ta zmiana położenia amino­
kwasów ma decydujące znaczenie dla wiązania 
STI571 [22, 24, 25],

Domena katalityczna c-ABL, podobnie jak  u in­
nych kinaz tyrozynowych, ma strukturę, w której 
można wyróżnić płatek C (ang. C-lobe) i płatek N,
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jednak  największe znaczenie ma region międzypłat- 
kowy, łączący oba płatki, gdyż zawiera on centrum 
katalityczne i k ieszonkę dla ATP. Cząsteczka inhibi­
tora rozpoznaje domenę katalityczną i przyłącza się 
do szczeliny międzypłatkowej, w miejscu wiązania 
ATP, uniemożliwiając tym samym przejście kinazy 
c-ABL z konformacji nieaktywnej w aktywną 
(Rye. 5A). Miejsce przyłączenia się pierścienia ade­
niny ATP zajmuje pierścień pirymidyny i pirydyny 
STI571, natomiast pozostała część inhibitora pene­
truje rdzeń kinazy. Ogólna liczba oddziaływań m ię­
dzy inhibitorem a k inazą c-ABL wynosi 21, w tym 6 

stanowią oddziaływania wodorowe, a 15 —  van der 
Waalsa (Rye. 5B). Jedno wiązanie wodorowe, utwo­
rzone w kompleksie c-ABL:STI571 przypomina jed ­
no z dwóch wiązań jakie  tworzy cząsteczka ATP z ki­
nazą, a mianowicie wiązanie między azotem N 1 p ier­
ścienia adeniny, a azotem grupy amidowej Met-318 
w c-ABL. Brak drugiego z wiązań ze strony STI571, 
podobnego do tego tworzonego przez ATP, jest 
prawdopodobnie przyczyną umiejscowienia 
cząsteczki inhibitora bliżej wejścia do domeny kata­
litycznej, w porównaniu z pozycją  wewnątrz tej do­
meny innych inhibitorów małocząsteczkowych [2 2 ].

W przypadku onkogennej kinazy tyrozynowej 
BCR/ABL, pętla aktywacyjna jes t  ufosforylowana i 
przyjmuje konformację otwartą, której STI571 nie 
rozpoznaje i nie jes t w stanie inaktywować. Tak więc 
przyłączenie cząsteczki inhibitora jest możliwe do­
piero po działaniu fosfataz komórkowych, neutrali­
zujących na krótki okres aktywność BCR/ABL po­
przez odłączenie grupy fosforanowej. Dopiero forma 
defosforyzowana jes t wrażliwa na inhibitor S T I571 i 
w wyniku jego przyłączenia ulega inaktywacji. Inną 
możliwością inaktywacji kinazy jes t natychmiasto­
we przyłączenie się ST1571 do nowo zsyntetyzowa- 
nego białka fuzyjnego BCR/ABL, zanim ulegnie ono 
aktywacji poprzez przyłączenie grupy fosforanowej 
[22],

V. STI571 w leczeniu białaczek

Największych możliwości zastosowania STI571 
należy oczekiwać w przewlekłej białaczce szpikowej 
(CML) i ostrej białaczce limfoblastycznej (ALL) z 
wykrytym chromosomem Filadelfia, ze względu na 
obecność onkogennej kinazy tyrozynowej 
BCR/ABL, wykazującej wrażliwość na STI571. W 
CML możemy wyróżnić trzy fazy: pierwsza —  faza 
przewlekła —  trwa średnio od 4 do 6 lat. Druga —  
faza przyspieszona, trwająca do 1 roku, razem z trze­
c i ą —  blastyczną, w której średni czas przeżycia wy-

B

Ryc. 5. A. Struktura kompleksu c-ABL:STI571. B. Schematyczny dia­
gram przedstawiający oddziaływania pomiędzy STI57i a 
C-ABL. Wiązania wodorowe są przedstawione linią kropko­
waną, natomiast pozycje aminokwasów białka tworzące wiąza­
nia van der Waalsa z inhibitorem są zaznaczone w kółeczku z 
kropkowanej linii (reprodukowano z Cancer Res 2002; 62: 
4236-4243, za zgodą autora i wydawnictwa).

nosi 2-6  miesięcy, składają się na zaawansow aną 
fazę choroby [14],

V-1. Rozwój strategii leczenia

Od momentu zidentyfikowania głównego składni­
ka inhibitora, które miało miejsce w 1990 roku, do 
zaaprobowania STI571 jako leku przeciw CML w 
USA minęło 11 lat. Zwykle czas ten jest o kilka lat 
dłuższy. Szczególnie krótki okazał się okres od roz­
poczęcia pierwszych badań klinicznych nad STI571

Mat
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do pojawienia się tego leku w sprzedaży, który w y­
niósł niecałe trzy lata [14].

Rok 1990 można uznać za początek historii 
STI571, bowiem wtedy, w trakcie poszukiwań inhi­
bitorów białkowej kinazy C, zidentyfikowano 
główny składnik inhibitora —  fenyloaminopirymi- 
dynę, która wykazuje właściwości podobne do leków 
przeciwnowotworowych i ma prostą budowę che­
miczną (Ryc. 6 ) [14]. Wykorzystanie różnorodności 
podstawników w pozycji 4 ’ pierścienia p irym idyno­
wego i wprowadzenie grupy metylowej w pozycji 6 ’ 
pierścienia fenylowego doprowadziło do powstania 
związku, który utracił aktywność wobec białkowych 
kinaz C, a zyskał wobec kinaz tyrozynowych v-ABL, 
c-KIT i PDGFR [9]. Pierwsza partia STI571 została 
wyprodukowana w roku 1992 [14].

Aktywność inhibitora STI571 in vivo  wykazano 
po raz pierwszy w roku 1996 w transformowanych 
komórkach myszy. Tydzień po wprowadzeniu synge- 
nicznym myszom komórek linii limfoidalnej 32D, 
transformowanych genem BC R/ABL, rozpoczęto po­
dawanie leku raz dziennie w dawce 2,5-50 mg/kg. 
Zaobserwowano zależne od dawki zahamowanie 
wzrostu nowotworu [14, 15]. N atom iast u myszy z 
implantowanymi komórkami KU812, którym poda­
wano lek trzy razy dziennie w dawce 160 mg/kg 
przez 11 dni, obserwowano zablokowanie fosforyla­
cji tyrozyny białka fuzyjnego BCR/ABL. W efekcie 
zwierzęta przeżywały, a nowotwór się nie rozwijał. 
Wyniki tych badań wskazują, że STI 571 może być 
aktywny u myszy mogących być traktowanych jako

modelowy układ ludzkiej przewlekłej białaczki szpi­
kowej [9, 14, 26].

Badania kliniczne nad aktywnością STI571 u pa­
cjentów chorych na CML rozpoczęto w czerwcu 
1998 roku [14, 27, 28], Pierwsza faza badań doty­
czyła chorych w fazie przewlekłej, a później również 
blastycznej CML i polegała na podawaniu dawek od 
25 do 1000 mg. Nie udało się określić dawki leku, 
powyżej której obserwowane byłyby efekty ubocz­
ne, aczkolwiek zaobserwowano pojawianie się ta­
kich efektów przy dawce 750 mg i wyższej [8 , 14], 
Najistotniejszy był jednak  fakt, że 98% pacjentów 
osiągnęło całkowitą odpowiedź hematologiczną tzn. 
poziom białych krwinek we krwi powrócił do normy 
przy dawce 300 mg i wyższej [9, 14], U dużej części 
pacjentów (w 65-99% przypadków) obserwowano 
również odpowiedź cytogenetyczną polegającą na 
zaniku chromosomu Filadelfia [9], Na podstawie 
modelu matematycznego, opisującego relacje po­
między daw ką leku, a odpowiedzią organizmu, usta­
lono, że optym alną ilością leku, która wywoła odpo­
wiedź wynosi 400 mg i w ięce j. W czerwcu 1999 roku 
rozpoczęto drugą fazę badań. Udział w niej wzięło 
532 pacjentów z późną fazą przewlekłą CML, u k tó­
rych wcześniejsza terapia interferonem zakończyła 
się niepowodzeniem. Chorym podawano lek w daw ­
ce 400 mg. Natomiast 235 pacjentom z przyśpie­
szoną fazą CML i 260 pacjentom z kryzysem bla- 
stycznym podawano 600 mg S T I5 7 1. Częstość odpo­
wiedzi hematologicznej i cytogenetycznej zależała 
od fazy rozwoju choroby —  rozpoczęcie podawania
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X. 2001

V. 2001

STI571 zaakceptowany w USA jako lek 

przeciwko nowotworom przewodu pokarmowego

STI571 zaakceptowany w Europie i Japonii

:

Rozpoczęta trzecia faza badań

STI571 zaakceptowany jako lek 

przeciwko CML w USA

11.2001 C  ; Przedłożenie ST571 jako leku przeciwko CML 
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Rvc. 6. Rozwój strategii stosowania STI571 (na podstawie [14]).
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leku na wcześniejszym etapie rozwoju CML było 
związane z wyższą częstością [14].

Po przeprowadzonej w 2000 roku trzeciej fazie 
badań, w Stanach Zjednoczonych STI571 został 
zgłoszony przez firmę Novartis jako nowy lek prze­
ciwko CML. Zdarzenie to miało miejsce w lutym 
2001 roku, a już  10 maja 2001 roku STI571 został za­
akceptowany przez FDA jako  nowy lek w terapii 
przewlekłej białaczki szpikowej. W Europie i Japo­
nii decyzję taką podjęto w październiku 2001  roku. 
W wyniku przeprowadzonych badań z udziałem pa­
cjentów z nowotworami przewodu pokarmowego, w 
styczniu 2002 roku STI571 został wprowadzony w 
Stanach Zjednoczonych jako  lek także przeciwko 
tego rodzaju nowotworom [14].

V-2. Oporność i skutki uboczne

Pomimo faktu, iż STI571 jest w stanie wywołać 
odpowiedź hematologiczną, jak  i cytogenetyczną u 
większości pacjentów z CML, to niestety dzieli on z 
innymi lekami przeciwnowotworowym i nie­
pożądane cechy, do których należy rozwój oporności 
czy wywoływanie niekorzystnych skutków ubocz­
nych.

Zjawisko nabywania przez komórki now otw oro­
we oporności na selektywnie działające leki, do któ­
rych należy ST1571, związane jes t  w głównej mierze 
z niestabilnością genetyczną i liczbą komórek now o­
tworowych silnie proliferujących. Pierwszy z w y­
mienionych czynników przyczynia się do pow staw a­
nia różnych mutacji, w tym również tych odpowie­
dzialnych za oporność. Efektem może być powstanie 
klonu komórek niewrażliwych na lek. Tak więc sto­
sowanie chemioterapii, mającej na celu zwiększenie 
niestabilności genetycznej komórek nowotw oro­
wych, przyczynia się prawdopodobnie do niepow o­
dzeń w terapii lekami selektywnymi. Natomiast duża 
liczba komórek nowotworowych wiążę się z w ięk­
szym prawdopodobieństwem wystąpienia w jednej z 
nich mutacji odpowiedzialnych za oporność. Fakt 
ten wyjaśnia, dlaczego rozwój oporności dotyczy 
głównie pacjentów rozpoczynających terapię w za­
awansowanej fazie choroby [29].

W CML mutacje punktowe m ogą leżeć u podstaw 
mechanizmów oporności zależnych od BCR/ABL 
[14]. Badania pacjentów leczonych przy użyciu 
STI571, u których po pierwotnej odpowiedzi hem a­
tologicznej nastąpił nawrót choroby, dowiodły poja­
wienia się u części z nich mutacji punktowych w do­
menie katalitycznej BCR/ABL. Jedną z nich okazała 
się mutacja T315I [30, 31]. Efektem jej jest zmiana 
położenia treoniny, która w typie dzikim tworzy

wiązania wodorowe z STI571, co ostatecznie un ie­
możliwia wiązanie inhibitora z dom eną katalityczną 
zmienionej kinazy. Jednocześnie mutacja ta nic 
wpływa na wiązanie cząsteczki ATP, wobec czego, 
pomimo obecności inhibitora, białko fuzyjne 
BCR/ABL wykazuje wysoką aktywność enzym a­
tyczną [32], Inna mutacja punktowa, odkryta w ALL 
z chromosomem Filadelfia, polegała na podstaw ie­
niu kwasu glutaminowego w pozycji 255 lizyną 
(E255K). Podobnie jak  we w cześniejszym przypad­
ku, zmiany konformacyjne kinazy w pływ ają nega­
tywnie jedynie na wiązanie STI571 [32-34]. W ykry­
to też inne mutacje punktowe w obrębie miejsca 
wiążącego ATP, które m ogą przyczyniać się do p o ­
wstania oporności na STI571, a należą do nich: 
M244V, Q252H, Y253H, Y253F, E255K, E255V, 
M351T oraz E355G. Mutacja w obrębie pętli akty­
wacyjnej dotyczy pozycji 396 i polega na zamianie 
histydyny na argininę [35].

Do innych przyczyn rozwoju oporności wobec 
STI571, związanych z reaktyw acją kinazy BCR/ 
ABL, należy amplifikacja genu BCR/ABL. W kilku 
przypadkach nawrotu choroby po terapii STI571 ob­
serwowano pojawienie się dodatkowych chrom oso­
mów Filadelfia i chromosom ów pierścieniowych z 
wieloma kopiami genu BCR/ABL [30], Również sty­
mulacja naprawy DNA przez BCR/ABL może przy­
czyniać się do rozwoju oporności [36-38]. Pęknięcia 
dwuniciowe DNA m ogą być naprawiane poprzez re­
kombinację hom ologiczną z udziałem białka 
R A D 5 1. W przypadku komórek białaczkowych, w y ­
kazujących ekspresję BC R/ABL, onkogenna kinaza 
tyrozynowa BCR/ABL oddziałuje z białkiem 
RAD5 1 i w ten sposób zwiększa efektywność napra­
wy pęknięć dwuniciowych, które m ogą być w prow a­
dzane przez różne leki przeciwnowotworowe oraz 
promieniowanie jonizujące [2 ],

Przyczyny rozwoju oporności upatruje się rów ­
nież w zwiększonej ekspresji genu M D R -l, ko­
dującego białko odpowiedzialne za oporność wielo- 
lekową, PgP, dla którego STI571 jest substratem 
[14]. Efektem zwiększonej ekspresji tego białka 
może być zmniejszone pobieranie leku przez kom ór­
kę [39, 40]. Zastosowanie werapamilu (inhibitor 
PgP), w przypadku komórek LAMA84, w yka­
zujących zw iększoną ekspresję PgP i oporność 
względem STI571, zwiększa wrażliwość tych kom ó­
rek na lek [14],

Najwięcej kontrowersji budzi obecnie mechanizm 
oporności związany z łączeniem się STI571 z 
białkiem AGP (ang. a - l  acidg lycopro te in  —  kwaśna 
glikoproteina a - l )  obecnym w surowicy. W przypad­
ku zwiększenia poziomu AGP we krwi, cały STI57I
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mógłby być związany, a tym sam ym  byłby niedo­
stępny dla komórek białaczkowych [14, 41].

Ostatnio rozpatruje się również mechanizmy 
oporności niezwiązane z onkogcnną kinazą 
BCR/ABL, w których oporność rozwija się, pomimo 
inaktywacji białka fuzyjnego. Zaliczyć można do 
nich nieprawidłową ekspresję genów niezwiązanych 
z BCR/ABL, która prowadzi do aktywacji szlaków 
przesyłania sygnału, w sposób niezależny od 
BCR/ABL lub aktywacji innych szlaków przekazy­
wania sygnału [14],

Drugą negatyw ną cechą STI571 jes t  w yw oływ a­
nie skutków ubocznych. Wśród łagodniejszych, ale 
częściej występujących wyróżniam y nudności, w y­
mioty i kurcz mięśni, natomiast do rzadszych, lecz 
poważniejszych zalicza się uszkodzenia wątroby, 
neuropenię i trom bopenię [14].

V-3. Oddziaływania z innymi lekami

Stosowanie w terapii przeciwnowotworowej je d ­
nego leku może być związane z rozwojem  oporności. 
Aby temu zapobiec, stosuje się kom binację dwóch 
lub więcej leków, co oprócz opóźnienia nabywania 
oporności może wiązać się z efektem synergistycz- 
nym. Niektóre leki przeciw now otw orowe w połącze­
niu z innymi m ają działanie jedyn ie  addytywne, a 
czasami wręcz antagonistyczne [42],

Tradycyjne leczenie CML polega na transplanta­
cji allogenicznych komórek macierzystych, terapii 
in terferonem -a (INF) lub hydroksym ocznikiem  
(HU). Transplantacja daje najw iększą szansę przeży­
cia (około 65%), jednak  ze względu na m ałą liczbę 
dawców, może poddać się jej tylko jedna trzecia cho­
rych. Ogólny poziom wyleczenia jest bardzo niski 
(<20%) [43]. D użą nadzie ją  dla chorych na CML stał 
się więc ST1571. Jednak ze względu na możliwość 
rozwoju oporności i zbyt małą efektywność działania 
u niektórych pacjentów, coraz częściej pod uwagę 
brane jest leczenie z zastosowaniem  dodatkowych 
leków przeciwbiałaczkowych. W celu potwierdzenia 
korzystnego wpływu na terapię kombinacji STI571 z 
innym lekiem, jak  również w ykluczenia antagoni­
zmu obu związków, przeprowadzone zostały badania 
na liniach komórkowych wykazujących ekspresję 
onkogenu BCR/ABL. Pod uwagę brano oddziaływ a­
nia STI571 z trzema grupami leków. P ierwszą grupę 
stanowią tradycyjne leki przeciwbiałaczkowe uży­
wane głównie w pierwszej fazie choroby, drugą che- 
mioterapeutyki i promieniowanie jonizujące, nato­
miast ostatnia to czynniki biologiczne i nowe leki, 
które są obecnie testowane [42]. Połączenie STI571 
z lekami pierwszej fazy choroby dotyczy interfero -

nu a ,  arabinozydu cytozyny (Ara-C), hydroksy- 
mocznika i busulfanu. W przypadku dwóch pierw­
szych leków, obserwuje się efekt synergistyczny lub 
addytywny. Obydwa w połączeniu z STI571 wzm a­
gają aktywność antyproliferacyjną inhibitora i pow o­
dują wzrost frakcji komórek apoptycznych. N ato­
miast efekt hydroksymocznika lub busulfanu w 
połączeniu z STI571 ma charakter addytywny, a w 
niektórych przypadkach antagonistyczny, w związku 
z czym takie kombinacje nie m ają zastosowania w 
klinice [42-44],

Chemioterapeutyki używane są powszechnie w 
terapii zaawansowanej fazy CML, choć czasami po­
dawane są pacjentom w fazie przewlekłej. Efekt sy­
nergistyczny terapii kombinowanej z STI571 zaob­
serwowano dla nimustyny, decitabiny, karboplatyny, 
gemcitabiny, mafosfamidu, mitoksantronu i treosul- 
fanu. W zależności od linii komórkowych i w arun­
ków eksperymentu dla daunorubicyny, winkrystyny i 
etopozydu efekt jest synergistyczny lub addytywny. 
Jedynie metotreksat i topotekan w pływają antagoni- 
stycznie na działanie STI571 [42, 44-46], Chociaż 
obserwowany jest efekt synergistyczny, terapia kom ­
binowana z chemioterapeutykami związana jest z 
szeregiem skutków ubocznych. W celu wyelim ino­
wania tych niekorzystnych wpływów na organizm, 
często pod uwagę brane są związki, pełniące funkcję 
ochronne względem komórek prawidłowych. Takim 
czynnikiem może być amifostyna, która zwiększa 
poziom uszkodzeń DNA w komórkach B C R /A B L T 
wywoływanych przez idarubicynę i jednocześnie 
działa ochronnie na komórki prawidłowe. Niestety w 
obecności ST1571 amifostyna traci swoje korzystne 
właściwości. Wydaje się, że zastosowanie kom bina­
cji STI571 z innymi lekami stworzy możliwość 
zmniejszenia efektów ubocznych chemioterapii 
[47], Jeśli chodzi o promieniowanie y, to w połącze­
niu z STI571 zaobserwowano silny efekt synergi­
styczny [42, 44].

Ostatnia grupa, to w głównej mierze inhibitory 
przesyłania sygnału, w tym: transferazy farnezylu, 
kinazy fosfatydyloinozytolu, kinazy JAK-2 i kinaz 
cyklino-zależnych, dla których obserwuje się efekt 
synergistyczny [42, 48]. Homoharringtonina - cyto- 
toksyczny alkaloid hamujący przejście komórki z 
fazy G 1 w S i z fazy G2 w M, jak  również trójtlenek 
arsenu mogą działać synergistycznie lub addytywnie 
z STI571. Jedynym antagonistą okazał się inhibitor 
proteosomu, który powszechnie wywiera cytotok- 
syczny efekt na komórki nowotworowe [42],

Ponieważ mutacje w domenie katalitycznej kina­
zy c-ABL są częstą przyczyną oporności, szczegól­
nie w fazie zaawansowanej choroby, zastosowanie
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kombinacji STI571 z innym inhibitorem, na przykład 
PD 180970, zmniejsza prawdopodobieństwo rozw o­
ju  oporności [42, 49].

VI. STI571 w leczeniu innych nowotworów

Dzięki różnorodności kinaz tyrozynowych, z k tó­
rymi STI571 może oddziaływać, można rozważać 
stosowanie inhibitora w leczeniu nowotworów in­
nych niż białaczki.

Białko c-KIT jest drugim, po kinazie BCR/ABL, 
ważnym celem ST1571. Pełni ono funkcję b łonow e­
go receptora SCF (ang. stem  cell fa c to r ). W przypad­
ku kilku nowotworów stwierdzono zw iększoną ak­
tywność c-KIT, niezależną od obecności liganda, 
będącą wynikiem mutacji w obrębie genu ko­
dującego to białko. Do tych chorób należą now otw o­
ry złośliwe przewodu pokarmow ego, pochodzące 
prawdopodobnie od tego samego prekursora, co 
śródmiąższowe komórki Cajala [8 , 14]. W trakcie ba­
dań in vitro na komórkach, wykazujących ekspresję 
genu c-KIT, stwierdzono zablokowanie fosforylacji 
receptora c-KIT i zahamowanie wzrostu komórek 
[50]. Badania kliniczne potwierdziły aktywność 
STI571 u pacjentów z guzami przewodu pokarm o­
wego [51]. Obecnie prowadzone są badania klinicz­
ne nad aktywnością STI571 u pacjentów z ekspresją 
c-KIT chorych na drobnokom órkowego raka płuc i 
ostrą białaczkę szpikową (AML) [14],

Trzecim, głównym celem STI571 jest receptoro­
wa kinaza tyrozynowa PDGFRB. Zwiększoną aktyw­
ność tego receptora, niezależną od obecności ligan­
da, opisano w przypadku przewlekłej białaczki mie- 
loblastycznej (CMML, ang. chronic myelom onocy- 
tic leukaem ia). Powstaje ona w wyniku translokacji 
chromosomalnej t(5 ; 12), efektem której jes t gen fu- 
zyjny TEL/EDGERfi. Powstały w ten sposób recep­
tor TEL/PDGFRp wykazuje wrażliwość na STI571 
w badaniach in vitro i in vivo. Również w badaniach 
klinicznych u pacjentów z tą  formą białaczki obser­
wuje się odpowiedź hematologiczną i cytogene- 
tyczną po terapii STI571. Do innych nowotworów 
związanych z receptorem PDGF należą glcjaki czy 
rak prostaty. Podobnie, jak  poprzednio wspomniane 
choroby, poddawane są one badaniom klinicznym z 
inhibitorem kinaz tyrozynowych ST1571 [14].

VII. Uwagi końcowe

Wśród możliwych strategii użycia STI571 w le­
czeniu białaczek charakteryzujących się ekspresją 
chromosomu Filadelfia, na plan pierwszy wybija się 
łączne stosowanie inhibitora z tradycyjnymi chemio-

terapeutykami. Rozważane jest również połączenie 
STI571 z nowymi środkami terapii —  przeciw­
ciałami monoklonalnymi, modulacją odpowiedzi 
immunologicznej, wprow adzaniem  limfocytów, czy 
interferonem ot. Innymi przykładami terapii skiero­
wanej przeciwko BCR/ABL są oligonukleoytdy an- 
tysensowe, rybozymy i szczepionki przeciwrakowe i 
wydaje się, że STI571 mógłby być z powodzeniem 
wykorzystany jako  pozytywny modulator takich 
strategii. Drugim, obok łącznego działania z innymi 
terapeutykami, wyzwaniem dla stosowania STI571 
jest przełamywanie oporności komórek białaczko- 
wych na ten związek. Wydaje się, istnieją szerokie 
możliwości wykorzystania STI571 w leczeniu in­
nych nowotworów niż białaczki. Wymaga to jednak 
identyfikacji w tych chorobach kinaz tyrozynowych 
mających znaczenie dla nabywania fenotypu nowo­
tworowego.

Wyniki badań przeprowadzonych w ostatnim cza­
sie sugerują, że inhibitory kinaz tyrozynowych mogą 
być rozważane nie tylko jako środki terapii now o­
tworowej, ale także jako czynniki prewencji now o­
tworów. Genisteina, naturalny inhibitor kinaz tyro­
zynowych występująca w soi, może być odpowie­
dzialna za zmniejszoną częstość raka prostaty o w y­
sokiej złośliwości, w krajach, w których stanowi ona 
ważny składnik diety. Genisteina może działać po­
przez zwiększanie adhezji komórek nowotworo­
wych, zmniejszając tym samym praw dopodobień­
stwo tworzenia przerzutów. Podobne działanie w y­
kazywały inhibitory receptora nabłonkowego czyn­
nika wzrostu. To, czy STI571 mógłby zostać wyko­
rzystany w jakiś sposób w prewencji, jest oczywiście 
sprawą otwartą i wym agającą badań, jednakże 
przykład genisteiny i inhibitora EGFR, mogą być 
przesłankami do podjęcia takich badań.
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Prokoagulant nowotworowy: charakterystyka
biochemiczna oraz wpływ na rozwój choroby 
nowotworowej 
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W ykaz stosowanych skrótów: CCA-1 —  aktyw ność proko- 
agulacyjna pochodząca z komórki now otw orowej; CP —  proko­
agulant nowotworowy; DFP —  fluorofosforan diizopropylu; 
ECM —  macierz zew nątrzkom órkow a; ELISA —  test immuno- 
enzymatyczny; PAR —  receptory aktyw ow ane proteolitycznie; 
PML —  białaczka prom ielocytarna; PM SF-fenylom etylosulfo- 
fluorek; TF —  czynnik tkankow y

I. Wprowadzenie

Podwyższony potencjał  proteolityczny, istotny 
między innymi dla migracji  komórek,  odgrywa klu­
czową rolę w przebiegu wielu procesów, zarówno fi­
zjologicznych, jak  i patologicznych. W przypadku 
nowotworów złośliwych stanowi podstawę ich inwa­
zji i tworzenia przerzutów. Przyjmuje się, że kry­
tyczną rolę w tym procesie odgrywa zjawisko degra­
dacji składników macierzy zewnątrzkomórkowej  
(ECM) i błony podstawnej oraz kontrolowana adhe-

'M gr, 2dr hab, Zakład Biochem ii Farm aceutycznej. Katedra 
Chemii Farmaceutycznej i B iochem ii, U niw ersytet M edyczny 
w Łodzi, 91-403 Łódź, ul. M uszyńskiego 1; tel. 042 677 9127, 
e-mail: m ielicki@ poczta.onet.pl

zja do elementów ECM i innych komórek.  W proces 
degradacji składników ECM zaangażowane są liczne 
proteazy uwalniane przez komórki nowotworowe i 
przylegające do guza komórki stromy [1-4]. Istotną 
rolę w tym procesie pełnią proteazy cysteinowe. Do­
świadczalnie wykazano nawet antynowotworowe 
działanie niektórych inhibitorów proteaz cysterno­
wych [5].

Proteazy cysteinowe występujące u ssaków mo­
żna podzielić na dwie nadrodziny, z których 
pierwszą stanowią kaspazy, a drugą nadrodzina pa­
painy. Kaspazy nie wykazują podobieństwa struktu­
ralnego z nadrodziną papainy, j edyną  cechą wspólną 
jest  występowanie cysteiny w centrum aktywnym 
[5]. Nadrodzinę papainy dzieli się na trzy rodziny: 
kalpainy, hydrolazy bleomycyny i rodzinę papainy 
do której zaliczane są m.in. katepsyny.

Proteazą cysteinową, nie należącą jednak do żad­
nej z wymienianych wcześniej nadrodzin, jes t rów­
nież prokoagulant nowotworowy (ang. CP: Ccincer 
Procoagulant). Wciąż brak wyczerpującej charakte­
rystyki tego białka. Wydaje się jednak,  że pełni ono 
istotną rolę w procesach wzrostu komórki nowotwo­
rowej, a co za tym idzie, w rozwoju choroby. Poniżej 
przedstawione zostaną poznane właściwości fizyko­
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chemiczne CP, a także dane na temat jego roli w roz­
woju nowotworu.

II. Charakterystyka prokoagulanta 
nowotworowego (CP)

II-I. Aktywność enzymatyczna CP 
(EC 3.4.22.26)

Aktywność prokoagulanta,  mogącego bezpośred­
nio aktywować czynnik X osoczowego układu 
krzepnięcia krwi, a zatem różnego od czynnika tkan­
kowego (TF), opisana została po raz pierwszy w 
1975 roku przez G o r d o n a i wsp. [6], Prokoagu- 
lant ten wykryty został w ekstrakcie z tkanki nowo­
tworowej (doświadczalny rak V2 królika),  nazwany 
więc został prokoagulantem nowotworowym (CP).

Ze względu na hamowanie  aktywności prokoagu- 
lacyjnej przez preparaty diizopropylofluorofosfora- 
nu (DFP), CP początkowo zaliczony został przez 
swoich odkrywców do grupy proteaz serynowych. W 
trakcie dalszych badań wykazano,  że jes t on jednak 
endopeptydazą cysteinową, a obserwowane wcze­
śniej hamowanie przez DFP w rzeczywistości  powo­
dowane było przez niezdefiniowane zanieczyszcze­
nia stosowanych preparatów handlowych tego inhi­
bitora [7],

Do chwili obecnej poznano wiele inhibitorów, 
specyficznie lub niespecyficznie hamujących prote- 
azy cysteinowe, jak  i o szerokim spektrum działania, 
hamujących aktywność prokoagulacyjną CP (Tabe­
la 1). Do grupy inhibitorów proteinaz cysternowych 
należą: jodoacetamid,  jony rtęci, E-64, jony cyn­
ku, peptydylodiazometyloketony i sole peptydylo- 
sulfoniowc [8], Co ciekawe, stwierdzono, że E-64, 
uważany zazwyczaj za inhibitor nieodwracalny,  ha­
muje aktywność prokoagulanta nowotworowego w 
sposób kompetycyjny [9, 10], a zatem odwracalny. 
Jedyną poznaną dotychczas proteazą cys teinową ha­
mowaną odwracalnie przez E-64 jest  clostripaina po ­
chodząca z C lostridium  histolyticum  [11].

Z grupy inhibitorów proteaz o szerokim spektrum 
działania, aktywność CP hamują  PMSF, leupeptyna i 
antypaina [12, 13], Naturalne osoczowe inhibitory 
proteazowe, jak  a r antytrypsyna,  a r antychymo- 
trypsyna, a 2-makroglobul ina i antytrombina III/he- 
paryna nie wpływają w sposób istotny na aktywność 
CP. Nie zaobserwowano również hamowania  aktyw­
ności prokoagulanta przez cystatynę, która jest  sil­
nym inhibitorem proteaz cysteinowych np. papainy, 
czy katepsyny B.

Stwierdzono, że z wyjątkiem jonów rtęci, więk­
szość inhibitorów prokoagulanta działa skuteczniej 
w obecności jonów CN'  oraz niewielkiego stężenia

Tabela 1

Inhibitory proteaz hamujące lub nic hamujące aktywności prokoagulanta nowotworowego (CP) [8,12,13]

Inh ib ito ry  pro te inaz  silnie ham ujące 

ak tyw ność CP

Inhibitory  p ro teinaz nie ham ujące, lub słabo 

ham ujące ak tyw ność  CP

Jodoacetam id a r A nty trypsyna

E -64 a  i -A nty chym otrypsyna

H gC L a^ M a k ro g lo b u lin a

K etony pcp tydy lod iazom cty low e A nty trom bina U l/heparyna

K etony pep tydy loch lo rom ety low e D FP

K etony pep tydy lo trifluo rom cty low e C B Z -V al-Phc-H

Sole pcp tydy lod im ety losu lfon iow e C ystam i na

L eupep tyna C ysta tyna

A n typaina

PM SF

2-w iny lop irydyna
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cysteiny, wprowadzającej do środowiska reakcji 
wolne grupy sul fhydrylowe (-SH) [13].

Aktywność CP wymaga bezwzględnie obecności 
w środowisku reakcji j onó w wapniowych (Ca2+ ), 
których optymalne stężenie wynosi  około 7 mmol/L 
przy pH w zakresie 6,9-7,2 [14]. Jony M g2+, M n2+ 
i Cd2+ mogą zastępować jony wapniowe aktywując 
prokoagulant,  natomiast  jony Fe2+, Zn 2+, Sn2+ i Cu2+ 
działają jako inhibitory tego enzymu [10, 15]. Jony 
metali dwuwartościowych nie b iorą bezpośrednio 
udziału w reakcji aktywacji  czynnika X przez CP, od­
powiedzialne są jednak za prawidłową (aktywną) 
strukturę przest rzenną cząsteczki prokoagulanta.  Po 
związaniu prokoagulanta nowotworowego na 
podłożu stałym przez przeciwciało monoklonalne,  
które nie hamowało jego aktywności,  obserwowano 
brak jakiegokolwiek wpływu jon ów  diwalentnych na 
aktywność CP [15]. Prawdopodobnie immunoimmo- 
bilizacja prokoagulanta w wystarczający sposób 
zmieniała jego konformację,  prowadząc do aktywa­
cji centrum aktywnego tego enzymu.

11-2. Struktura cząsteczki CP

Z uwagi na trudności związane z wyizolowaniem 
homogennego preparatu prokoagulanta nowotworo­
wego nie udało się do tej pory określić jego struktu­
ry: nieznana jes t jego sekwencja aminokwasów,  nie 
wyizolowano mRNA, nieznany jes t  również gen ko­
dujący to białko.

Według F a l a n g i  i G o r d o n a  [16] CP jes t  jed- 
nołańcuchową proteazą cyste inową o masie 
cząsteczkowej 68 kDa, punkcie izoelektrycznym 
4,8, składającą się z 674 aminokwasów,  wśród któ­
rych przeważają: seryna (19,1%), glicyna (18,7%) i 
kwas glutaminowy (12,5%). W cząsteczce CP nie 
stwierdzono obecności węglowodanów.

Pośrednio wykazano,  że prokoagulant  nowotwo­
rowy zawiera w cząsteczce kwas y-karboksygluta- 
minowy (Gla). Stwierdzono, że niedobór wi taminy 
K, indukowany farmakologicznie warfaryną u króli­
ków obciążonych guzem V2, powodował utratę 
właściwości enzymatycznych prokoagulanta nowo­
tworowego, mimo że antygen CP był obecny w bada­
nych ekstraktach z tego guza. Doświadczenie to su­
geruje, że CP może ulegać potranslacyjnej modyf i ­
kacji, polegającej na katal izowanym przez zależną 
od wi taminy K y-karboksylazę przyłączeniu dodat­
kowej reszty karboksylowej do glutaminianu w 
łańcuchu polipeptydowym prokoagulanta [17].

Domeny białek zawierające reszty Gla odpowie­
dzialne są za wiązanie metali  dwuwartościowych 
(najczęściej jonów Ca2+). Wykazano,  że w cząs tecz­

ce prokoagulanta występuje miejsce wiążące jony 
metali o wysokim powinowactwie do wapnia i m a­
gnezu, oraz inne, o wysokim powinowactwie do 
manganu i kadmu [10, 15].

II-3. Substraty dla CP

Jedynym poznanym dotychczas f izjologicznym 
substratem dla CP jes t czynnik X układu krzepnięcia 
krwi. Prokoagulant nowotworowy aktywuje go in vi­
tro hydrolizując wiązanie peptydowe pomiędzy 
Tyr-21, a Asp-22 [18]. Inne znane aktywatory czyn­
nika X, jak  czynnik IXa, TF/VIIa i jad  żmii  Russela,  
zrywają w czynniku X wiązanie peptydowe przy ar- 
gininie-52, zatem czynnik Xa powstały pod 
wpływem CP różni się budową  od czynnika Xa po ­
wstałego pod wpływem innych aktywatorów.

Syntetycznymi substratami dla CP są peptydy za­
wierające argininę lub lizynę w pozycji PI i prolinę 
w pozycji P2 (Tabela 2). Sekwencja: -Pro-Arg- lub 
-Pro-Lys- od N-końca hydrol izowanego wiązania 
jest  raczej charakterystyczna dla proteaz seryno- 
wych, a nie cysternowych. Również syntetyczne sub­
straty peptydowe dla proteaz cys teinowych (katepsy- 
ny i papainy) nie są hydrol izowane przez CP. Nie za­
obserwowano także żadnej aktywności amidolitycz- 
nej CP wobec sekwencji  podobnej do tej, jaką  rozpo­
znaje trombina w fibrynogenie,  a w doświadczeniach 
in vitro oczyszczony prokoagulant nie hydrol izował  
fibrynogenu ani protroinbiny [19]. Co ciekawe, CP 
nie hydrolizuje również substratów chromogennych 
o sekwencji  x-Pro-Tyr-pNA, którą rozpoznaje 
w swym wysokocząs teczkowym, naturalnym sub- 
stracie, jakim jest  czynnik X (-Lys(P3)- 
Pro(P2)-Tyr(P1)-). Wydaje się więc, że prokoagulant  
nowotworowy rozpoznaje więcej niż dwupeptyd od 
N-końca hydrol izowanego wiązania,  wymagając  po ­
nadto odpowiedniej  konformacji  przestrzennej sub- 
stratu [19].

II-4. W ystępowanie CP

Aktywność bezpośredniego aktywatora czynnika 
X, nazwanego prokoagulantem nowotworowym, zo­
stała początkowo opisana w ekstraktach z guzów V2 
królika (pierwsze źródło wyizolowanego CP) oraz 
ludzkiego raka nerki, okrężnicy, sutka i pochwy [6]. 
Aktywność CP scharakteryzowano następnie w 
płynie owodniowym i ekstraktach z błon płodowych 
człowieka, które obecnie są najczęściej głównym 
źródłem prokoagulanta [20, 21]. Nie stwierdzono 
obecności CP w żadnej innej, poza błonami  płodo­
wymi,  tkance prawidłowej [22-24], Obecność proko-
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agulanta nowotworowego potwierdzono natomiast  w 
ekstraktach z wielu różnych typów nowotworów,  za­
równo ludzkich, jak  i zwierzęcych oraz w medium 
hodowlanym komórek t ransformowanych [7, 20, 25, 
26]. Oprócz guzów litych aktywność CP opisano 
również w ekstraktach z komórek blastycznych 
ostrej białaczki nielimfatycznej oraz ostrej białaczki 
łimfoblastycznej [27-29].

soki stopień homologii  międzygatunkowej  oraz kon­
serwatyzm ewolucyjny tego białka.

III. Prokoagulant nowotworowy w chorobie 
nowotworowej

Rola prokoagulanta nowotworowego w rozwoju 
choroby nowotworowej  nie jes t do końca wyjaśnio-

Tabela 2

Syntetyczne, peptydowe substraty chromogcnnc dla nowotworowego prokoagulanta

Substraty hydrolizowane przez CP Substraty nie hydrolizowane przez CP

N-p-Tos-Gly-Pro-Lys-pNA Ac-Phe-Gly-pNA

H-D-Ala-Pro-Arg-pNA N-Suc-Ala-Ala-Ala-pNA

H-D-Ile-Pro-Arg-pNA N-Suc-Ala-Ala-Pro-Abu-pNA

>Glu-Pro-Arg-pNA M eO-Suc-Arg-Pro-Tyr-pNA

N-p-Tos-Gly-Pro-Arg-pNA M eO-Suc-Ala-Ala-Pro-Val-pNA

D-Phc-Pip-Arg-pNA Bz-Arg-pNA

M eS-D-CHA-But-Arg-pNA Boc-Ala-Ala-Pro-Ala-pNA

Sar-Pro-Arg-pNA N-Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA

Z-Val-Pro-Arg-pNA >Glu-Pro-Val-pNA

Z-Arg-Arg-pNA N-Suc-Ala-Ala-Pro-M et-pNA

Val-Pro-Arg-pNA N-Suc-Ala-Ala-Pro-Leu-pNA

Lcu-Pro-Arg-pNA H-Gly-Phe-pNA

Z-Leu-Pro-Arg-pNA Bz-Phe-Val-Arg-pNA

>Glu-Phe-Lys-pNA

Przeciwciało poliklonalne,  uzyskane z surowicy 
królików immunizowanych oczyszczonym CP 
człowieka, rozpoznawało antygen w 92% ekstraktów 
z różnych nowotworów złośliwych i 25% zmian 
łagodnych [30], D o n a t  i i wsp. [25] wykazali  po­
nadto, że aktywność CP jes t  około 4-krotnie wyższa 
w ekstraktach z przerzutów ludzkiego czerniaka niż 
w ekstraktach ze zmian pierwotnych u tego same­
go pacjenta.  Wskazywać to może na powiązania po­
ziomu ekspresji CP ze stopniem inwazyjności oraz 
szybkością proliferacji komórek nowotworowych.

Enzymatyczna i immunologiczna charakterystyka 
CP pochodzącego z różnych gatunków i tkanek jest  
bardzo podobna.  CP z ludzkiego czerniaka, ludzkich 
komórek leukemicznych,  mysiego czerniaka B I 6, 
mięsaka J W i raka płuc Lewisa jes t  immunologicznie 
i enzymatycznie zgodny z prokoagulantem izolowa­
nym z guza V2 królika [25-27], Wskazuje to na wy-

na. Znane są jedn ak dane wskazujące na związek po­
między ekspresją tej proteazy a wzrostem nowotwo­
ru. Przypuszcza się, że CP może pełnić rolę czynnika 
wzros towego dla komórek nowotworowych lub w 
inny sposób regulować wzrost  tych komórek.  Z uwa­
gi na ekspresję CP jedynie w komórkach neopla- 
stycznych sugeruje się, że mógłby on znaleźć zasto­
sowanie w diagnostyce onkologicznej jako nowy 
marker nowotworowy.  Dotychczas brak danych w y ­
jaśniających,  czy CP ma związek z proteolizą macie­
rzy zewnątrzkomórkowej ,  bądź tworzeniem tzw. 
„kokonu” fibryny wokół  guza.

III-l. W pływ CP na zaburzenia układu 
krzepnięcia krwi

Komórki  nowotworowe ściśle oddziaływują z 
układem hemostazy poprzez wywoływanie akty wno-
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ści prokoagulacyjnej,  produkcją białek fibrynoli- 
tycznych i czynników zapalnych (cytokin) oraz inte­
rakcją z komórkami  gospodarza.  Efektem tych od­
działywań są często zaburzenia układu krzepnięcia 
krwi [31-36]. Prokoagulant  nowotworowy,  akty­
wujący in vitro  czynnik X krzepnięcia,  mógłby być 
jednym z czynników odpowiedzia lnych za zaburze­
nia tego układu.

Oprócz CP do czynników prokoagulacyjnych 
istotnych w chorobie nowotworowej  zaliczyć można 
dobrze już  poznany i opisany czynnik tkankowy (TF) 
oraz stosunkowo niedawno odkryty CCA-1 (ang. 
cancer cell-derived b lood coagula ting  activity  1) 
[37].

Podwyższoną aktywność prokoagulanta lub zwię­
kszony poziom antygenu CP wykazano w surowicy 
pacjentów z różnymi typami nowotworów złośli­
wych [38-42]. Jednakże zmiany parametrów hemo- 
stazy wskazujące na aktywacją osoczowego układu 
krzepnięcia krwi występują częściej u chorych z za­
awansowanym nowotworem,  podczas gdy wzrost  
aktywności/poziomu antygenu CP jes t  charaktery­
styczny raczej dla wczesnego stadium rozwoju no­
wotworu [40, 43]. Wydaje się więc, że CP nie odgry­
wa in vivo  znaczącej roli w aktywacji  osoczowego 
układu krzepnięcia krwi u pacjentów z chorobą no­
wotworową.

Niedawno wykazano,  że CP może nasilać adhezję 
płytek krwi do kolagenu i f ibrynogenu [44], S tymu­
luje kaskadę kwasu arachidonowego (produkcję 
tromboksanu A2) i produkcję wolnych rodników w 
krwinkach płytkowych [45]. Indukuje sekrecję nu­
kleotydów adeninowych i białek w sposób zależny 
od dawki,  a ilość uwolnionych czynników jest  mniej ­
sza niż po aktywacji przez trombinę.  CP nie powo du ­
je agregacji płytek i nie wpływa na agregację induko­
waną t rombiną [46]. Mechanizm działania proko­
agulanta nowotworowego na płytki krwi nie jest 
jeszcze dokładnie wyjaśniony. Stwierdzono, że sty­
mulowanej przez CP adhezji płytek do fibrynogenu 
towarzyszy aktywacja kinazy fosfatydylo-inozytolo- 
wej [47], Jest ponadto możliwe,  że, podobnie jak 
trombina, prokoagulant  działa na płytki za pośred­
nictwem receptora klasy PAR-1 (ang. pro teo lytica ly  
activated receptor 1). Powszechność występowania 
receptorów tej klasy sugeruje,  że prokoagulant  no­
wotworowy mógłby stymulować szereg innych ko­
mórek, w tym nowotworowe.

III-2. CP jako nowy marker nowotworowy

Szereg danych doświadczalnych wskazuje na 
możl iwość wykorzystania prokoagulanta nowotwo­

rowego w diagnostyce onkologicznej.  W niektórych 
doświadczeniach oznaczano stężenie antygenu CP 
metodą immunoenzymatyczną,  w innych zaś anali ­
zowano poziom jego aktywności enzymatycznej,  
czyli zdolności do aktywacji czynnika X. Niezale­
żnie od stosowanej metody wykazano, że zarówno 
poziom aktywności jak i stężenie antygenu proko­
agulanta zazwyczaj jest  podwyższone w surowicy 
pacjentów z chorobą nowotworową w porównaniu  z 
wartościami obserwowanymi w surowicy osób zdro­
wych (poziom tła). Wzrost  ten nie zawsze jest  wyra ­
źny, u niektórych chorych jednak obserwowane w a r ­
tości przekraczają poziom tła kilku lub ki lkunasto­
krotnie. Dotychczas nie udało się uchwycić  genera l­
nej zależności między poziomem CP a rodzajem, lo­
kalizacją lub stopniem zaawansowania choroby.

G o r d o n  i B e n s o n  [38] wykazal i ,  że u 92 % 
pacjentów z różnymi nowotworami  złośl iwymi ob­
serwuje się podwyższony poziom aktywności  CP w 
surowicy (czułość testu = 92%). Jednocześnie niski 
poziom CP obserwowano u 75% osób bez s twierdzo­
nej choroby nowotworowej ,  lub ze zmianami  łagod­
nymi (specyficzność testu = 75%). Czułość i specy­
ficzność stosowanych obecnie ru tynowo markerów 
nowotworowych jest  zazwyczaj niższa [48].

R u c i ń s k a  i wsp. [39] stwierdzili  we wszyst ­
kich badanych surowicach pacjentów z rakiem płuca, 
sutka, przełyku i okrężnicy znacząco wyższy poziom 
aktywności prokoagulanta niż w surowicach pacjen­
tów zdrowych, przy specyficzności testu wynoszącej  
85%. Aktywność CP podniesiona była również w su­
rowicy chorych z rakiem przewodu pokarmowego,  a 
poziom jej wzrastał wraz ze stopniem zaawansow a­
nia choroby [49].

Aktywność CP w surowicy szczurów obciążonych 
przeszczepialnym nabłoniakiem Guerin we wcze­
snych stadiach rozwoju była proporcjonalna do wiel ­
kości guza. Jednak w zaawansowanym s tadium cho­
roby aktywność ta spadała, osiągając poziom zbl i­
żony do aktywności w grupie szczurów kontrolnych 
[50]. Podobną zależność obserwowano w surowicy 
pacjentek z rakiem sutka. Około 75% kobiet  z wcze ­
snym stadium rozwoju choroby (I i II) miało podwy­
ższony poziom CP w surowicy, podczas gdy pacjent­
ki w stadium III lub IV miały prawidłowy poziom ak­
tywności tego prokoagulanta [40], Istnieją jednak 
prace wskazujące na wysoki poziom CP również w 
zaawansowanym stadium nowotworu.  Poziom taki 
obserwowano u chorych z rakiem płuca w stadium 
klinicznym II i III oraz rakiem okrężnicy w stadium 
kl inicznym D [39].

Potencjalną użyteczność prokoagulanta now o­
tworowego jako markera zmian nowotworowych po-
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twicrdzają również analizy stężenia antygenu CP w 
ludzkiej surowicy. U 81% pacjentów z różnymi no­
wotworami  złośliwymi s twierdzono za pom ocą  testu 
ELI SA (ang. enzym e-linked im m unosorbent assay) 
wzrost  stężenia CP w surowicy, podczas gdy stężenie 
tego białka było prawidłowe u 91 % ludzi zdrowych i 
80% pacjentów ze zmianami  łagodnymi.  Intere­
sująca jest  obserwacja,  że w grupie chorych z nowo­
tworami złośliwymi we wczesnym stadium rozwoju, 
test ELISA dał wynik pozytywny we wszystkich 
przypadkach [41]. K o z w i c h i wsp. [42] przebada­
li grupę ponad 800 osób: zdrowych,  ze zmianami  
łagodnymi i nowotworami  złośliwymi.  Ogólnie u po ­
nad 85% pacjentów z nowotworem zaobserwowano 
podwyższone stężenie antygenu CP w surowicy,  czę­
ściej jednak wzrost  ten występował u chorych w 
początkowych stadiach choroby. Obserwacje te pod­
kreślają użyteczność CP jako markera wczesnych 
zmian nowotworowych.

III-3. Znaczenie CP dla wzrostu komórki 
nowotworowej

Istnieją dane wskazujące na istotne powiązania 
między poziomem aktywności/antygenu prokoagu- 
lanta nowotworowego a rozwojem nowotworu.  Nie 
jes t  dotychczas jasne,  czy ekspresja CP jest  cechą 
pierwotną,  bezpośrednio wynikającą  z nowotworo­
wej transformacji  komórki,  czy też wtórną,  za­
chodzącą pod wpływem innych czynników związa­
nych z procesem nowotworzenia.

S k r z y d l e w s k a  i wsp. [51] sugerują,  że w 
przypadku raków przewodu pokarmowego obserwo­
wane upośledzenie potencjału antyoksydacyjnego 
komórki może być związane z ułatwieniem kancero­
gennego działania reaktywnych form tlenu, 
związaną z tym nadmierną  peroksydacją lipidów 
oraz ekspresją prokoagulanta nowotworowego.

F a l a n g a  i wsp. [52] wykazali ,  że ekspresja CP 
w komórkach białaczki promielocytarnej (PML) 
związana jes t  z nowotworowym fenotypem tych ko­
mórek.  Indukowana przez kwas całkowicie trans re- 
t inowy transformacja komórek PML do fenotypu 
prawidłowego hamowała  ekspresję CP w tych ko­
mórkach.  Warto zaznaczyć,  że ekspresja czynnika 
tkankowego była stała i nie zmieniała się wraz ze 
zmianą fenotypu komórki  na prawidłowy.

U chorych leczonych na ostrą białaczkę szpikową 
s twierdzono w trakcie remisji choroby znaczny spa­
dek aktywności CP w szpiku, podczas gdy wyraźny 
wzrost  tej aktywności  obserwowano już  na kilka 
miesięcy przed nawrotem choroby [53]. Opisano 
również spadek poziomu aktywności prokoagulanta

nowotworowego w surowicy pacjentów po całkowi­
tej resekcji złośliwego guza płuca, podczas gdy nie- 
radykalne usunięcie zmiany nowotworowej  bądź 
obecność przerzutów nie wpływało w sposób istotny 
na aktywność CP [39]. Podobną zależność opisano u 
pacjentów poddawanych leczeniu operacyjnemu z 
powodu raka żołądka, przełyku i jelita grubego [54], 

Znaczenie CP dla rozwoju nowotworu potwier­
dzają również inne dane eksperymentalne.  Dodanie 
do hodowli komórek raka płuc H345 przeciwciała 
przeciwko CP obniżało ich przeżywalność o 50% 
[55]. U myszy wcześniej immunizowanych oczysz­
czonym antygenem CP, po podaniu zawiesiny kom ó­
rek czerniaka B I 6, obserwowano znacząco niższą 
ilość kolonii płucnych czerniaka niż w grupie myszy 
kontrolnych (nieimmunizowanych,  lub immunizo­
wanych innym białkiem) [56],

IV. Podsumowanie

Wydaje się, że prokoagulant  nowotworowy może 
odgrywać istotną rolę w rozwoju nowotworu,  być 
może jako antygen stowarzyszony, niezbędny dla 
jego wzrostu. Mechanizm interakcji CP z komórką 
nowotworową nie jest  jednak jeszcze wyjaśniony. 
Wyniki wstępnych badań sugerują wpływ CP na pro­
ces adhezji komórek nowotworowych do białek m a­
cierzy zewnątrzkomórkowej  [57]. Być może w ten 
właśnie sposób CP promuje rozwój nowotworu,  zaś 
jego aktywność prokoagulacyjna nie odgrywa istot­
nej roli w aktywacji układu krzepnięcia krwi u cho­
rych na raka. Z uwagi jednak na swoje właściwości 
prokoagulant  nowotworowy mógłby znaleźć w 
przyszłości zastosowanie w diagnostyce onkologicz­
nej jako nowy marker wczesnej fazy choroby, a być 
może, jako np. cel do ukierunkowanego immunotar- 
getingu, również w terapii choroby nowotworowej .
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Proces sekrecji w płytkach krwi 

Secretory process in blood platelets
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W ykaz stosowanych skrótów: ß-TG —  beta-trom boglobulina; 
CaM K —  kinaza zależna od jonów  w apnia i kalm oduliny; CHS 
—  zespół C hediak’a-Higashi; CTAP ■—• peptyd aktywujący 
tkankę łączną; ECG F —  czynnik w zrostu kom órek śródbłonka; 
EGF —  naskórkow y czynnik wzrostu; HPS —  zespół Hernan- 
sky’ego-Pudlak; GPS —  zespół „szarych płytek” ; IGF —  insuli- 
nopodobny czynnik wzrostu; M ARCKS —  m irystylow any bo­
gaty w alaninę substrat kinazy białkowej C; NAP-2 -—- peptyd 
aktywujący neutrofile; NSF —  czynnik w rażliw y na działanie 
N -etylomaleim idu; OCS —  układ kanalików  otwartych; PAI —  
inhibitor aktyw atora plazm inogenu; PDGF —  płytkopochodny 
czynnik wzrostu; PIP, —  bisfosforan fosfatydyloinozytolu; 
PKC —  kinaza białkow a C; PSP —  płytkowe białko S ecl; 
RANTES —  chem okina ulegająca ekspresji podczas aktywacji 
limfocytów T; SNAP-23 i 25 —  białka synaptosomów, a  i 
y-SNAP —  rozpuszczalne białka w iążące NSF, SNARE —  re­
ceptory dla rozpuszczalnych białek w iążących NSF; TGF-ß —  
transform ujący czynnik wzrostu; TF —  czynnik tkankowy; 
TFPI —- inhibitor zew nątrzpochodnego układu aktywacji krzep­
nięcia krwi; VAMP —  białka zw iązane z błoną ziarnistości, 
VEGF —  naczyniow o-śródbłonkow y czynnik wzrostu; vW F —  
czynnik von W illebranda.

I. Wstęp

Płytki krwi, najmniejsze,  bezjądrzaste składniki 
morfotyczne krwi ssaków, są wrażl iwe na różnorod­
ne fizjologiczne i niefizjologiczne czynniki po­
chodzące z otaczającego je środowiska.  Rozbudowa­
ny powierzchniowy system receptorów (białek i gli- 
koprotein) rozpoznaje obecne w środowisku specy-

'Dr, 2prof._ dr hab., Uniw ersytet Łódzki, W ydział Biologii i 
Ochrony Środowiska, Katedra Biochemii Ogólnej, 90-237 
Łódź, ul. Banacha 12/16, tel. 6354482 e-mail: 
w achbar@ biol.uni.lodz.pl

ficzne czynniki stymulujące płytki krwi. Do agoni- 
stów o znaczeniu fizjologicznym należą zarówno 
związki obecne w środowisku pozakomórkowym, ta­
kie jak trombina,  ADP,  t romboksan A2 czy czynnik 
aktywujący płytki, jak  i związki obce dla organizmu, 
takie jak  niektóre leki, jady wężów czy lipopolisa- 
charydy bakteryjne [1-3]. Agonistami  płytek są także 
białka adhezyjne macierzy zewnątrzkomórkowej : 
kolagen, fibronektyna,  wi tronektyna czy trombo- 
spondyna [4], Oddziaływanie agonisty ze specyficz­
nym receptorem inicjuje proces przekazywania sy­
gnału, polegający m. in. na hydrolizie fosfolipidów 
błonowych płytki, zmianach metabol izmu fosfoino- 
zytoli, wzroście wewnątrzkomórkowego poziomu 
jonów wapnia,  procesach fosforylacji i defosforyla- 
cji wielu białek, w tym kinaz serynowo-treonino- 
wych i tyrozynowych,  co w efekcie prowadzi do ak­
tywacji płytek [5, 6], Aktywacja zaczyna się od 
zmian w morfologii  i ultrastrukturze płytek, spowo­
dowanych reorganizacją ich cytoszkieletu. Reorga­
nizacja cytoszkieletu polega na depolimeryzacji 
włókien aktyny wars twy rdzeniowej znajdującej się 
w bezpośrednim sąsiedztwie błony, polimeryzacji 
mikrotubul i polimeryzacji  tzw. długich włókien ak­
tyny oraz powstawaniu włókien stresowych aktyny 
[7, 8], Zmiany w obrębie cytoszkieletu prowadzą do 
zmian kształtu płytki, wytwarzania fi lopodiów i 
pseudopodiów oraz do zwiększenia liczby recepto­
rów na powierzchni  płytek w następstwie przemiesz­
czenia do błony części ich puli cytoplazmatycznej.  
W odpowiedzi na działanie zewnątrzkomórkowych 
agonistów pobudzone płytki krwi ulegają zwiększo­
nej adhezji do białek macierzy zewnątrzkomórkowej  
i tworzą agregaty, co prowadzi do powstawania pier­
wotnego czopu hemostatycznego [9].
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Hemostaza jest  zespołem procesów umożl i ­
wiających utrzymanie płynności krążącej krwi oraz 
chroniących organizm przed ut ratą komórek i białek 
krwi z naczyń krwionośnych.  Składnikami  układu 
hemostatycznego są białka biorące udział w proce­
sach krzepnięcia krwi i fibrynolizy, płytki krwi,  ko­
mórki ś ródbłonka i leukocyty [11]. Udział płytek 
krwi w procesie krzepnięcia krwi jes t  ich najwa­
żniejszą fizjologiczną funkcją, opisaną ponad sto lat 
temu. Funkcję tę u kręgowców pełnią jądrzaste ko­
mórki zwane trombocytami.  Pozbawione jądra  płytki 
krwi ssaków uczestniczą,  oprócz krzepnięcia,  rów­
nież w innych fizjologicznych procesach. Płytki sta­
nowią pierwszą linię obrony przed wynaczynieniem 
krwi obwodowej  po przerwaniu ciągłości ściany na­
czynia krwionośnego. Następuje wówczas natych­
miastowa (trwająca sekundy) adhezja płytek do 
białek macierzy podśródbłonkowej,  z których najwa­
żniejsze role spełniają kolagen i wiążący się z nim 
oraz zmieniający swą konformację czynnik von Wil- 
lebranda (vWf) [12]. Zmiana ta umożl iwia wiązanie 
v W f  do receptorów GPIb-V-IX i integryn ctnbß3 na 
powierzchni płytek. Sygnały pochodzące od tych re­
ceptorów prowadzą do zmiany kształtu, adhezji i 
rozpłaszczania (ang. spreading) płytek krwi na po­
wierzchni wars twy podśródbłonkowej,  dzięki czemu 
powstaje przylegająca do niej wars twa płytek [13]. 
Następuje też zmiana konformacj i integryn płytki 
oinbßß, umożl iwiająca przyłączenie fibrynogenu. Re­
ceptory te rozpoznają sekwccje aminokwasowe 
RGD obecne w łańcuchu a  f ibrynogenu i KQAGDV 
obecne w łańuchu y tego białka. Fibrynogen łączy in- 
tegryny sąsiadujących ze sobą płytek, powstają ich 
agregaty, co daje początek tworzeniu pierwotnego 
czopu hemostatycznego [14], Podczas aktywacji 
płytek krwi na ich powierzchni  dochodzi do ekspo­
zycji ujemnie naładowanych amidofosfolipidów, 
fosfatydyloetanoloaminy i fosfatydyloseryny, co ma 
kluczowe znaczenie dla przebiegu procesu krzepnię­
cia krwi [15]. Fosfolipidy te stanowią zależne od j o ­
nów wapnia miejsce wiązania przez płytki wielu en­
zymów, zymogenów i kofaktorów procesu krzepnię­
cia krwi (zymogeny: czynniki IX, X, V, VIII, pro- 
trombina, aktywne czynniki Xa, IXa, Va, Vi l la)  [16]. 
Na powierzchni płytek krwi powstają aktywne kom ­
pleksy tenazy (kompleks czynnika IXa, jego kofak- 
tora —- czynnika Vi lla,  X, jonów wapnia i fosfolipi­
dów) oraz prot rombinazy (kompleks czynnika Xa, 
jego kofaktora, czynnika Va, prot rombina,  jonów 
wapnia i fosfolipidów) produkujące duże ilości od­
powiednio: czynnika Xa i trombiny, niezbędnych do 
prawidłowego przebiegu procesu krzepnięcia krwi
[17]. Podczas aktywacji  płytki krwi eksponują na

swojej powierzchni  czynnik tkankowy (ang. tissue 
fa c to r , TF). Nie wiadomo jednak,  czy płytkowy TF 
może brać udział w inicjowaniu procesu krzepnięcia 
krwi [18]. Podczas aktywacji  płytek następuje rów­
nież odłączanie od płytek krwi mikrocząsteczek 
(ang. m icroparticles) obdarzonych właściwościami 
prokoagulacyjnymi.  Mikrocząsteczki  są otoczonymi 
błoną pęcherzykami  o średnicy od 100 nm do Ipm. 
Pochodzą głównie z fosfolipidów błony wewnętrz­
nej i błon ziarnistości płytki [19].

W płytkach krwi obecne są nieliczne mitochon- 
dria, siateczka śródplazmatyczna,  układ kanalików 
gęstych i układ kanalików otwartych. Występują też 
liczne ziarnistości specyficzne dla tych komórek 
(ziarnistości a ,  i ziarnistości osmofilne o dużej gę­
stości elektronowej [[3]) oraz l izosomy [y], peroksy- 
somy [5] i ziarna glikogenu) [10]. Większość 
związków zmagazynowanych w ziarnistościach 
płytek jes t syntetyzowana w megakariocytach.  Sche­
mat struktury wewnętrznej  płytki przedstawiono na 
ryc. 1.

Ryc. l. Schemat struktury wewnętrznej płytki krwi.

II. Sekrecja związków zmagazynowanych 
w płytkach krwi

Podczas aktywacji  płytek dochodzi drogąegzocy-  
tozy do sekrecji związków zmagazynowanych w 
ziarnistościach a ,  ziarnistościach osmofi lnych i lizo- 
somach. Uwolnione z ziarnistości związki potęgują 
aktywację płytek, wpływając jednocześnie na wiele 
funkcji innych komórek: proliferację,  adhezję,  che- 
motaksję i aktywację [20], Ziarnistości a  są bogatym 
źródłem m. in. białek biorących udział w procesach
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krzepnięcia i f ibrynolizy (fibrynogen, czynniki 
krzepnięcia V, VI i XI, P A Ii )  oraz białek adhezyj- 
nych (fibronektyna, witronektyna,  t rombospondy- 
na), chemokin (płytkowy czynnik 4, PF4, czynnik 
aktywujący neutrofiłe —  2, NAP-2)  i mi togenów 
(czynniki wzrostu: płytkopochodny —  PDGF,  trans­
formujący —  TGF, insul inopochodny —  IGF, naczy- 
niowo-śródbłonkowy —  VEGF).  Ziarnistości osmo- 
filne magazynują  szereg niskocząsteczkowych 
związków, głównie nukłeotydy adeninowe: ADP i 
ATP, a także serotoninę i jony wapnia.  Enzymy takie 
jak  katepsyna D, karboksypeptydazy,  (3-glukuroni- 
daza, P-galaktozydaza [21], które znajdują się w li- 
zosomach, są uwalniane dopiero pod wpływem sil­
nych agonistów. Uwalniane z pobudzonych płytek 
krwi związki o ważnym znaczeniu biologicznym ze­
stawiono w tabeli ł. Rodzaj i ilość związków uwol­
nionych z płytek krwi zależy od rodzaju i stężenia 
agonisty, l iczby i dostępności jego receptorów na po ­
wierzchni płytek oraz od obecności w środowisku 
pozakomórkowym innych związków działających 
synergistycznie lub antagonistycznie w stosunku do 
agonistów.

Uwalnianie związków biologicznie czynnych z 
płytek krwi zachodzi na drodze egzocytozy. Sekrecja

Tabela 1

jest  procesem niezbędnym dla prawidłowej fizjolo­
gicznej odpowiedzi  płytek krwi na działanie agoni­
stów. Genetycznie uwarunkowane niedobory 
związków biologicznie czynnych magazynowanych 
w ziarnistościach oraz zaburzenia polegające na bra­
ku niektórych typów ziarnistości prowadzą do czę­
ściowej lub całkowitej utraty funkcji płytek jako ko­
mórek czynnych w hemostazie (tabela 2). Jak dotąd 
mechanizm sekrecji nie został jeszcze w pełni wyja­
śniony. Sekrecja związków z ziarnistości zachodzi w 
ciągu kilku sekund po pobudzeniu płytek krwi. 
W tym czasie dochodzi  do centralizacji ziarnistości, 
a następnie ich fuzji z b łoną komórkową płytek bądź 
błoną tzw. otwartego układu kanalików będącego 
sys temem inwaginacji  błony oraz do uwolnienia 
poza komórkę związków zmagazynowanych w ziar­
nistościach [22]. Niezbędne dla sekrecji sązmia ny  w 
obrębie cytoszkieletu,  m. in. depolimeryzacja 
włókien aktyny stanowiących część cytoszkieletu 
błonowego płytek, co może ułatwiać przemieszcza­
nie się ziarnistości,  polimeryzacja mikrotubul nie­
zbędna dla centralizacji  ziarnistości oraz pol imery­
zacja włókien s tresowych aktomiozyny [23-25], 
Uważa się, że sekrecja podczas aktywacji płytek po ­
zostaje pod kontrolą dwóch głównych czynników

Biologicznie aktywne związki uwalniane z różnych typów ziarnistości sckrccyjnych płytek krwi (na podst. [52])

Rodzaj ziarnistości Związki zmagazynowane w ziarnistościach płytek
l

Ziarnistości a chemokiny: CTAP-UI, p-TG, NAP-2, RANTES; mitogeny: 

PDGF, TGF-p, ECGF, EGF, IGF, VEGF; 

białka adhezyjne: vWF, witronektyna, Fibronektyna, 

trombospondyna; 

białka układu krzepnięcia: fibrynogen, czynniki V, VII, XI, 

XII, białko S, kininogeny, plazminogen; 

inhibitory proteaz: a2-makroglobulina. a2-antvtrypsvna, 

a2-antyplazmina, PAI-1, TFPI, inhibitor Cl; 

inne: albumina transferryna, immunoglobuliny klas IgG, IgE 

i IgM

Ziarnistości osmofilnc nukłeotydy: ADP. ATP, GDP, GTP; scrotonina, jony wapnia 

i magnezu, pirofosforan

Lizosomy enzymy proteolityczne: karboksypeptydazy A i B, katepsyny 

D i E, kolagcnaza, fosfataza kwaśna, sulfataza arylowa; 

glikohydrolazy: heparynaza, p-glukuronidaza, p- 

galaktozydaza, p-gliccrofosfataza, p-D-glukozydaza, p-D- 

fukozydaza, a-D-niannozydaza
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wewnątrzkomórkowych:  j onó w wapnia i aktywnej 
kinazy białkowej C (PKC), które są niezbędne dla 
tego procesu i działają synergistycznie [26, 27]. Jony 
wapnia i PKC mają  wpływ na struktury cytoszkiele- 
tu, ale działają w różny sposób. Wzrost wewnątrzko­
mórkowego stężenia Ca2+ aktywuje scinderynę, 
białko kapturujące aktynę, dzięki czemu uniemożl i ­
wiona jest  dalsza pol imeryzacja aktyny. Efekt ten ha­
mowany jest  przez fosfatydyloinozytolobisfosforan,  
PIP2 [28]. Kinaza b iałkowa C fosforyluje zaś białko 
MARCKS (ang. m irysty la ted  alanine-rich protein  
C -kinase substra te , 85kDa),  które jes t niezbędne dla 
wiązania krzyżowego włókien aktyny i ich pol imery­
zacji. Jednoczesne zahamowanie aktywacji  PKC i 
obniżenie stężenia wewnątrzkomórkowych jonów 
wapnia hamuje sekrecję [26, 27, 29, 30]. W innych 
komórkach sekrecyjnych takich j ak  neurocyty,  ko­
mórki chromaffinowe czy PC 12, jony wapnia i PKC 
kontrolują poszczególne etapy egzocytocy,  w tym 
również fuzję ziarnistości z błonami.  Dokonuje się to 
dzięki białkom wrażl iwym na wzrost  stężenia jonów 
wapnia oraz białkom, które s tanowią substraty dla 
PKC. Białkami wrażl iwymi na wzrost  stężenia j o ­
nów wapnia są wewnątrzkomórkowe enzymy 
biorące udział w przekazywaniu sygnału, aktywowa­
ne przez jony wapnia. Do tych enzymów zalicza się 
fosfolipazę Cy2, fosfolipazę A 2, PKC. W komórkach 
sekrecyjnych białka cytoplazmatyczne i błonowe za ­
wierające domeny C2 kinazy białkowej C, wiążące 
jony wapnia i fosfolipid, b iorą udział  w zmianach 
konformacyjnych i przekształceniach w obrębie tzw. 
kompleksów SNARE (ang. so luble N -ethylm aleim - 
ide attachm ent receptors) i bezpośrednio,  w procesie 
fuzji błon [3 1], Do tych białek zalicza się synaptotag- 
minę, białka M unc l3  (ang. m urine hom olog o f  
u n c l3 ) i Doc2. Ich obecności nie stwierdzono jak  
dotąd w płytkach [32]. Substratami PKC są również 
białka cytoszkieletu i białka będące składnikami 
kompleksów SNARE,  tj. syntaksyny i SNAP-25 
(ang. synaptosom al-associa tedpro te ins)  oraz białka 
je regulujące [33-35]. Proces sekrecji w płytkach 
krwi jest  podobny do procesu sekrecji zachodzącego 
w innych komórkach sekrecyjnych.  Zachodzi  przy 
udziale innych, choć należących do tej samej grupy, 
białek. Inny jest  także w płytkach krwi mechanizm 
inicjowania procesu sekrecji i, prawdopodobnie,  
jego regulacji [22],

III. Molekularny mechanizm sekrecji 
w płytkach krwi

Mechanizm procesu sekrecyjnego jes t konserwa­
tywny. Proces zachodzący w płytkach krwi wykazuje

znaczne podobieńs twa do procesu sekrecyjnego, jaki  
ma miejsce w komórkach sekrecyjnych innego typu, 
w neurocytach,  komórkach neuroendokrynnych,  k o ­
mórkach wydzielniczych trzustki czy komórkach 
niższych organizmów,  tj. komórkach drożdży, k o ­
mórkach wydzielniczych D rosophila  m elanogaster  
[22, 36]. Mechanizm sekrecji próbuje wyjaśnić h ipo­
teza oparta na tworzeniu t rójskładnikowych k o m ­
pleksów białkowych, znanych jako kompleksy 
SNARE.  Hipoteza ta zakłada istnienie trzech rodza­
jó w  białek, których wzajemne interakcje umożl i ­
wiają połączenie białkowych i l ipidowych składni­
ków błon ziarnistości i błony cytoplazmatycznej 
oraz uwolnienie zawartości  ziarnistości do przes trze­
ni pozakomórkowej  [37]. Białka te tworzą kompleks  
przy udziale charakterystycznych motywów tzw. 
SNARE,  obejmujących ok. 60 reszt aminokwaso- 
wych [38]. Do składników kompleksu SNARE n a ­
leżą: 1] v-SNARE (ang. vesicle-associa ted  SNARE), 
2] t -SNARE (ang. target SNARE) i 3] składniki roz­
puszczalne kompleksów SNARE.  Wszystkie rodzaje 
składników kompleksów SNARE występują w płyt ­
kach krwi.

1] v-SNARE są integralnymi białkami typu I błon 
ziarnistości, o krótkiej domenie wewnętrznej i 
długiej zewnętrznej,  nazywane inaczej białkami 
VAMP (ang. vesicle-associa ted  m em brane pro teins), 
ok. 18 kDa w komórkach nerwowych i ok. 14 kDa w 
płytkach [39]. W płytkach krwi występują tylko nie­
które z 15 znanych białek VAMP obecnych w innych 
komórkach.  Płytkowe białko VAMP3 (cellubrewina) 
bierze udział w egzocytozie ziarnistości a  i ziarnisto­
ści osmofilnych,  natomiast  VAMP8 uczestniczy tyl­
ko w procesie egzocytozy ziarnistości osmofilnych 
płytek [40]

2] Białka t -SNARE należące do kompleksu 
SNARE obejmują dwa typy białek: białka integralne 
typu I błony cytoplazmatycznej tworzące tzw. rodzi­
nę 8 syntaksyn (~ 35 kDa) [41] oraz białka SNAP, 
SNAP-23 i SNAP-25. W płytkach krwi występują 
podobne w budowie syntaksyny 2 i 4 (33 kDa). Syn- 
taksyna 2 bierze udział w sekrecji ziarnistości o sm o­
filnych, natomiast  syntaksyny 2 i 4 —  w sekrecji 
ziarnistości a  i l izosomów [41], Syntaksyny odgry­
wają  podstawową rolę w oddziaływaniu z pozo­
stałymi składnikami kompleksów SNARE.  Ich 
wiązanie odbywa się za pomocą domeny H3, o s truk­
turze „ co iled -co ir  leżącej w pobliżu C-końca 
cząsteczki. Domena H3 wiąże także białko błon ziar­
nistości, synaptotagminę (65 kDa). Istnienia synap- 
totagminy nie wykazano jednak w płytkach [42]. Z 
kolei z fragmentem N-końcowym i centralnym 
cząsteczek syntaksyn wiąże się neuronalne białko
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See 1 i jego płytkowy odpowiednik PSP (ang. p la te ­
let S e e l p ro te in , 68 kDa) [43], Centralnie położone 
domeny cząsteczek białek SNAP-23 i SNAP-25 (23 i 
25 kDa) łączą się z b łoną cytoplazmatyczną za po ­
mocą reszt kwasu palmi tynowego.  Fragmenty N-ko- 
ńcowe białek SNAP-23 i SNAP-25 mają  zdolność 
przyłączania syntaksyn, gdy ich końce -COOH 
wiążą białka VAM P [43, 44], W płytkach krwi wyka­
zano jedynie istnienie białka SNAP-23 [45], którego 
stopień asocjacji z b łoną wzrasta podczas aktywacji 
płytek.

3] Do składników rozpuszczalnych kompleksów 
SNARE należy czynnik NSF (ang. N -ethylm aleim ide  
sensitive fa c to r ; 83 kDa) endogenna,  cytoplazma- 
tyczna ATP-aza [48] oraz rozpuszczalne receptory 
NSF, tzw. białka ot i y-SNAP (ang. soluble N SF -atta- 
chm ent proteins, 32 kDa), które po przyłączeniu 
NSF, wiążą składniki błonowe SNARE [46, 47]. W 
płytkach krwi występują jedynie białka NSF i 
y-SNAP.

Tabela 2

Hipoteza SNARE zakłada, że w płytkach krwi po­
szczególne białka SNARE wchodzą ze sobą w inte­
rakcje lub odłączają się od siebie w trzech głównych 
etapach (w neurocytach są to cztery etapy). Umożli ­
wia to fuzję błon ziarnistości z błoną cytoplazma­
tyczną i prowadzi do sekrecji.  Pierwszym etapem 
procesu sekrecji jest  „docking” , w którym następuje 
zbliżenie błon ziarnistości do błony cytoplazmatycz- 
nej (lub błony układu kanalików otwartych),  dzięki 
czemu białka vSNARE i t -SNARE łączą się ze sobą 
tworząc kompleks dwuskładnikowy o stałej sedy­
mentacji  6S [48]. Mechanizm kierujący specyficz­
nym rozpoznawaniem się białek t -SNARE i v-SNA- 
RE i wymuszający ich połączenie nie jest  znany. Etap 
I („docking”) wymaga dostarczenia energii po ­
chodzącej z hydrolizy GTP, przy udziale białek Rab. 
W płytkach w sekrecji związków z ziarnistości a  
uczes tniczą białka Rab4 i Rab27, a w sekrecji z ziar­
nistości osmofi lnych —  białko rai [49-51]. Udzia łjo-  
nów wapnia i białek wrażl iwych na zmiany stężenia

Genetycznie uwarunkowane schorzenia związane z niedoborem w płytkach krwi ziarnistości lub zawartych w nich substancji i konsekwencje dla funk­
cjonowania płytek (na podst. [77])

Rodzaj schorzenia Objawy defektu w płytkach 

krwi

Konsekwencje defektu dla płytek 

krwi i układu krzepnięcia

zespól Chcdiak'a- 

Higashi (CHS)

brak ziarnistości osmofilnych obniżona reaktywność, brak 

sekrecji ADP, słabo zaznaczona 

druga faza agregacji, przedłużony 

czas krwawienia i krzepnięcia

zespól Hermanskicgo - 

Pudlak (HPS)

j.W. j.W.

zespól „szarych 

płytek” (ang. gray 

platelet syndrome. 

GPS)

obecność nielicznych 

prekursorów zamiast 

ziarnistości a , obecność 

płytek o olbrzymich 

rozmiarach

obniżona reaktywność, 

trombocytopcnia, obniżona ilość 

receptorów dla fibrę nogenu na 

powierzchni płytek, obniżona 

sckrccja serotoniny

zespól "pustej 

kieszeni" (ang. empty 

sack syndrome)

obniżona ilość związków ' 

zmagazynowanych w 

ziarnistościach osmofilnych

obniżona reaktywność

zespoły aip-SPI) (ang. 

storage pool diseases)

brak ziarnistości a  i 

osmofilnych

brak agregacji płytek w odpow iedzi 

na działanie agonistów, brak 

ekspresji selektyny P na 

powierzchni pobudzonych płytek
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Ca2+ w procesie sckrecji zachodzącym w płytkach czenie PSP w obrąbie kompleksu 6S, co prawdopo-
krwi jest  kontrowersyjny.  Drugim etapem sekrecji dobnie umożl iwia tworzenie kompleksu 20S [53].

Tabela 3

Porównanie procesu sckrccyjncgo w komórkach nerwowych i w płytkach krwi

Komórki nerwowe Płytki krw i

Sygnał inicjujący sekrccję Depolaryzacja błony komórki Aktywacja komórki przy 

udziale receptorów

Zródlo jonów wapnia Napływ poprzez błonowe 

kanały jonowe

Uwalnianie z układu 

kanalików' gęstych

Skala czasowa procesu 0,0002-0,05 s. 2-5 s.

Znaczenie kompleksów 

białkowych SNARE

Niezbędne Niezbędne

"Docking" Występuje Występuje

"Priming" Występuje Występuje

Fuzja błony komórkowej z 

błoną ziarnistości

Występuje Występuje

"Triggering"
Występuje Nic występuje

Znaczenie kinazy 

białkowej C

Kluczowe: kieruje 

przekształceniami 

kompleksów SNARE

Kluczowe: kieruje 

przekształceniami 

kompleksów SNARE

Znaczenie jonów wapnia Kluczowe Kluczowe, ale niewyjaśnione

Znaczenie „czujników 

poziomu wapnia”

Kluczowe: udział w 

przeksztalccnach w obrębie 

kompleksów SNARE i w 

fuzji blon

Nieznane, prawdopodobnie 

udział w regulacji tworzenia 

kompleksów SNARE

Znaczenie aneksyn Udział w fuzji blon podczas 

cgzocytozy

Nieznane, reorganizacja 

cytoszkielctu ?

Wtórna cndocytoza 

uwolnionych zw iązków

Odgrywa w ażną rolę w 

procesie sekrecji

Ma miejsce jedynie w 

przypadku serotoniny

jest  „prim ing”. Polega on na przyłączeniu rozpusz­
czalnych składników SNARE do kompleksu 6S. Po­
wstaje w ten sposób kompleks  trójskładnikowy o 
stałej sedymentacji  20S [52], Etap II {„priming”) jest  
wymuszony wewnątrzcząs teczkowymi prze­
kształceniami w obrąbie kompleksu 6S, które praw­
dopodobnie dokonują się przy udziale kinazy białko­
wej C. W komórkach niepobudzonych syntaksyna 
jest  połączona z białkiem PSP w sposób, który unie­
możliwia tworzenie kompleksu 20S. Na skutek fos­
forylacji seryny w sekwencji  aminokwasowej  KSIR 
(Lys-Ser-Ile-Arg) białka PSP następuje przemiesz-

180

Kinaza białkowa C fosforyluje także syntaksynę.  
Fosforylacja syntaksyny osłabia jej wiązanie z pozo­
stałymi składnikami kompleksu i może mieć znacze­
nie w zapoczątkowaniu rozpadu kompleksu SNARE 
[54]. Na etapie II („prim ing”) następuje hydroliza 
ATP przy udziale białka NSF, a energia pochodząca 
z tej reakcji jest  wykorzystywana do osłabienia od­
działywań rozpuszczalnych i b łonowych składników 
SNARE,  co w konsekwencj i prowadzi do rozpadu 
całego kompleksu i uwalniania składników rozpusz­
czalnych [55]. W końcowym etapie sekrecji w płyt­
kach (III) następuje fuzja błon ziarnistości z błoną 
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cytoplazmatyczną (lub OCS) i uwolnienie zawarto­
ści ziarnistości do przestrzeni pozakomórkowej  przy 
jednoczesnym odłączeniu białka SNAP-23 od pozo­
stałych składników kompleksu [56], Procesy te zi lu­
strowano na rycinie 2. Dotychczas nie wiadomo,  j a ­
kie mechanizmy odpowiadają  za fuzję lipidów błon 
ziarnistości z błoną cytoplazmatyczną.  W komór-

W procesie prawidłowego usuwania błon ziarni­
stości z cytoplazmy po uwolnieniu związków z ziar­
nistości bierze udział kalpaina, odcinająca f ragmen­
ty C-końcowe białka SNAP-23.  Zahamowanie jej ak­
tywności powoduje nagromadzenie błon ziarnistości 
w cytoplazmie. Powstają wówczas  charakterystycz­
ne struktury, zawierające odcinki błon, połączone ze

Ryc. 2. Przypuszczalny mechanizm sckrccji w płytkach krwi. Proces sekrecji polega na utworzeniu trójskładnikowych kompleksów' SNARE o stałych 
sedymentacji 7 i 20S, dzięki czemu dochodzi do fuzji błon ziarnistości z błoną cytoplazmatyczną (lub błonami OCS). W pierwszym etapie 
(„docking”) dochodzi do zależnego od energii pochodzącej z hydrolizy GTP do GDP połączenia białek tSNARE (syntaksyna i SNAP-23) i 
vSNARE (VAMP) i powitania kompleksu 7S. Kinaza białkowa C fosforyluje wówczas białko inhibitorowe PSP co umożliwia białku SNAP-23 
wchodzenie w interakcję z syntaksyną i białkiem VAMP. W drugim etapie („priming") następuje zależne od jonów wapnia przyłączenie roz­
puszczalnych składników kompleksu SNARE (NSF i y-SNAP) do składników błonowych SNARE —  powstaje kompleks 20S. Pod wpływem 
PKC, które fosforylują syntaksynę, dochodzi do wcwnątrzcząsteczkowych przekształceń w obrębie kompleksu SNARE. Jednocześnie nastę­
puje hydroliza ATP do ADP, katalizowana przez NSF, co prowadzi do osłabienia interakcji w obrębie kompleksu, i w konsekwencji do jego roz­
padu oraz fuzji błon ziarnistości z błoną cytoplazmatyczną (etap 3). Rola i obecność funkcjonalnego odpowiednika synaptotagminy (białka 
biorącego bezpośredni udział w fuzji) w płytkach krwi jest przedmiotem kontrowersji (na podst. [13] i [43]).

kach nerwowych fuzja jest  prawdopodobnie wyn i­
kiem zależnej od jonów wapnia penetracji  synapto­
tagminy do błony komórkowej,  co umożl iwia 
połączenie lipidów jednej z warstw błony ziarnisto­
ści z warstwą błony komórkowej  i powstawanie 
przejściowego stanu hemifuzji [57]. Jak dotąd, w 
płytkach nie odnaleziono strukturalnego lub funkcjo­
nalnego odpowiednika synaptotagminy.

sobą dzięki wzajemnej interakcji wolnych odcinków 
C-końcowych białek SNAP-23 [58].

Mechanizm procesu sekrecji w płytkach krwi w y ­
kazuje istotne podobieństwo do sekrecji zachodzącej 
w komórkach nerwowych.  Główne składniki 
tworzących się kompleksów SNARE,  o stałych sedy­
mentacji  6S i 20S, są niemal identyczne, podobna 
jest  również kolejność etapów sekrecji. Różnica po ­
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lega na tym, że w płytkach krwi, w przeciwieństwie 
do neurocytów,  nie występuje pomiędzy etapem II a 
III dodatkowy etap, tzw. „triggering”, polegający na 
zależnym od napływu zewnątrzkomórkowych jonów 
wapnia ostatecznym przygotowaniu ziarnistości do 
fuzji z błoną cytoplazmatyczną [59]. Mechanizmy 
kierujące przekształceniami  i zmianami  konforma- 
cyjnymi białek w obrębie kompleksu SNARE zo­
stały poznane i opisane w innych typach komórek; w 
płytkach są jeszcze  nieznane.

IV. Regulacja procesu sekrecyjnego 
a płytki krwi

Podczas aktywacj i płytek następuje szybki wzrost 
stężenia wewnątrzkomórkowego jon ów  wapnia z ok. 
100 nM do ok. 2-5 pM  [60]. Nie wiadomo jednak,  
czy w płytkach występują  białka wrażl iwe na wzrost  
stężenia wapnia,  które mają  zdolność modulowania 
procesu sekrecji.  W neurocytach takimi białkami są: 
synaptotagmina,  rabfilina 3A i białko Doc2. Białka 
te zawierają po dwie domeny C2, wiążące jony wap­
nia i fosfolipidy. Domeny C2 synaptotagminy mogą 
wiązać też syntaksynę i SNAP-25 [61]. Przy ich 
udziale w obecności  jonów wapnia synaptotagmina 
może ulec oligomeryzacji ,  co ułatwia temu białku 
penetrowanie błony komórkowej [62]. Rabfilina (66 
kDa), związana z b łoną ziarnistości za pomocą swo­
istego białka, jes t efektorem dla aktywnej,  związanej 
z GTP, formy Rab3 A i łączy się z nią swym fragmen­
tem N-końcowym [63]. Białko Doc2 (44 kDa) wcho­
dzi w interakcję z b iałkiem cytoszkieletu —  dyneiną 
[64], Interakcje te częściowo wyjaśniają związek 
między zmianami  w obrębie cytoszkieletu komórki a 
aktywacją kompleksu SNARE.  Białko Doc2 podczas 
sekrecji ulega przemieszczeniu z cytoplazmy do 
błony komórkowej,  gdzie wchodzi  w interakcję z 
Sec 1. Takie połączenie osłabia oddziaływania Sec 1 z 
syntaksyną [65]. Ma to znaczenie na wczesnym eta­
pie tworzenia kompleksów SNARE.  Żadne z opisa­
nych białek nie występuje jednak w płytkach krwi. 
W komórkach sekrecyjnych takich jak  komórki  chro- 
maffinowe czy komórki ś ródbłonka w procesie egzo- 
cytozy uczes tniczą też aneksyny A2 i A7 [66, 67]. 
Aneksyny s tanowią rodzinę licznych białek, charak­
teryzujących się obecnością w ich regionie C-końco- 
wym konserwatywnej  domeny wiążącej jony wapnia 
i fosfolipidy oraz zmiennej domeny w obszarze 
N-końcowym cząsteczki [68]. Podczas stymulacji 
komórek dochodzi  do połączenia aneksyn z fosfoli­
pidami błony komórkowej i, przypuszczalnie,  z fos­
folipidami błon ziarnistości.  Wykazano, że domeny 
N-końcowe aneksyn A2 łączą się z obecnymi w cyto-

plazmie białkami rodziny S I 00, na skutek czego 
mogą powstawać heterotetrameryczne kompleksy 
zawierające po dwie cząsteczki aneksyn i białek 
S100, co prawdopodobnie sprzyja fuzji błon [69]. W 
płytkach krwi nie stwierdzono występowania anek­
syny A2, natomiast  wykazano,  że płytki zawierają 
aneksynę A5 i niewielkie ilości aneksyn A l  oraz A4 
[70, 71]. Podczas aktywacji płytek następuje prze­
mieszczenie aneksyny A5 do błony oraz jej połącze­
nie z cytoszkieletem błonowym poprzez y-aktynę 
[72]. Prawdopodobnie aneksyna A5 bierze udział w 
reorganizacji cytoszkieletu podczas aktywacji 
płytek, nie wiadomo jednak,  czy uczestniczy w pro­
cesie egzocytozy.  Zarówno w komórkach nerwo­
wych jak  i w płytkach krwi występuje białko Munc 
18, wiążące jony wapnia i fosfolipidy oraz 
przyłączające syntaksyny. Znaczenie tego białka jest 
przedmiotem spekulacji.  Wykazano,  że w płytkach 
interakcja białka Munc 18 z syntaksyną 4 hamuje se- 
krecję [73].

Rola białek wrażl iwych na zmiany stężenia wap­
nia w płytkach ciągle budzi kontrowersje.  Jony wap­
nia mogą  aktywować kluczowe enzymy biorące 
udział w przekazywaniu sygnału inicjującego sekre- 
cję: fosfolipazę C oraz konwencjonalne formy kina­
zy białkowej C, zależne od jonów wapnia i diacylo- 
głicerolu. Porównanie procesu sekrecyjnego w ko­
mórkach nerwowych i w płytkach krwi przedstawio­
no w tabeli 3.

Wydaje się, że k luczową rolę w regulacji procesu 
sekrecji w płytkach odgrywa białkowa kinaza C. Wy­
kazano, że zahamowanie aktywności PKC blokuje 
sekrecję [74]. PKC oprócz fosforylacji PSP i syntak­
syny, istotnych na etapach „docking” i „prim ing” , 
fosforyluje także niektóre białka Rab obecne w płyt­
kach. Fosforylacja zmienia powinowactwo Rab do 
GDP na korzyść wiązania GTP. Wykazano ponadto, 
że inhibitory wiązania GTP do Rab całkowicie ha­
mują sekrecję z ziarnistości a  ale nie z ziarnistości 
osmofilnych [75]. Wskazuje to na możliwość od­
miennych mechanizmów sekrecji białek zmagazyno­
wanych w poszczególnych typach ziarnistości.

Istnieje także możliwość modulowania aktywno­
ści syntaksyn płytkowych przez kinazę białkową A i 
kinazę zależną od wapnia i kalmodul iny (CaMKlI) 
[76]. Chociaż nie wykazano ich wpływu na proces 
sekrecji w płytkach, wiadomo,  że są one zdolne do 
fosforylacji syntaksyn.

V. Uwagi końcowe

Sekrecja jest  procesem o podstawowym znacze­
niu dla prawidłowej odpowiedzi płytek krwi na
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działanie agonistów. Mechanizm tego procesu jest 
konserwatywny i może zachodzić w płytkach w po­
dobny sposób jak w innych komórkach organizmu. 
Dokładne poznanie molekularnych podstaw procesu 
sekrecji w płytkach krwi pozwoli  na lepsze zrozu­
mienie mechanizmów kontrolujących sekrecję sub­
stancji zawartych w różnych typach ziarnistości 
płytek, o ważnych właściwościach biologicznych. 
Związki pochodzące z ziarnistości płytek mają  istot­
ne znaczenie w fizjologii układu krwionośnego.
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I. Wstęp

Błona plazmatyczna płytek krwi, podobnie jak  in­
nych typów komórek,  ma budowę dynamiczną i pod­
legającą ciągłym zmianom.  Zawiera ponad 30% lipi­
dów, około 57% białek i około 8% cukrów. Jest struk­
turą bardzo aktywną metabolicznie,  a w jej obrębie 
zachodzą procesy o istotnym znaczeniu dla funkcji i 
metabol izmu płytki krwi. Ważną rolę pełnią ułożone 
asymetrycznie fosfolipidy błony płytek stanowiące 
około 3/4 wszystkich lipidów. Większość sfingomie- 
liny i fosfatydylocholiny (PC) znajduje się po stronie 
zewnętrznej,  gdzie nie ma fosfatydyloseryny (PS) i 
fosfatydyloinozytolu (Ptdlns).  Kwas arachidonowy 
błony plazmatycznej stanowi ponad połowę całkowi­
tej jego zawartości w płytce. Występuje przede 
wszystkim w fosfatydyloetanolaminie (PE) i fosfaty­
dyloinozytolu,  a jes t nieobecny w sfingomielinie.  W 
małych ilościach występuje w fosfatydylocholinie.  
Głównymi składnikami fosfolipidowymi płytek są: 
PC (36-39 mol%),  PE (28-30 mol%),  sfingomielina 
(19-24 mol%), PS (9-10 mol%) i Ptdlns (2-4 mol%). 
Przemiana fosfolipidów błony, głównie fosfatydylo­
inozytolu zawierającego kwas arachidonowy, zacho­
dzi bardzo intensywnie w pobudzonych płytkach 
krwi.

Przemiany fosfolipidów w błonie plazmatycznej 
indukowane sygnałami zewnętrznymi,  m. in. trom- 
biną, kolagenem,  t romboksanem A 2 (TXA2) czy 
czynnikiem aktywującym płytki (PAF, ang. pla te le t
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activating fa c to r)  są źródłem wielu biologicznych 
mediatorów i cząstek sygnałowych przekazujących 
w komórce informacje docierające do niej ze środo­
wiska zewnętrznego. W płytkach krwi, podobnie jak  
w innych komórkach,  cykliczny guanozynomono- 
fosforan (cGMP), cykliczny adenozynomonofosfo- 
ran (cAMP), fosforany inozytolu, diacyloglicerol,  
metabolity kwasu arachidonowego i jony wapnia 
jako grupa tzw. wtórnych przekaźników przekazują 
sygnały zewnątrzkomórkowe do wnętrza komórki.  
Jednym z bardziej uniwersalnych i powszechnych 
mechanizmów przekazywania informacji także w 
płytkach krwi jes t kaskada przemian inicjowana hy­
drolizą fosfatydyloinozytoli  w wewnętrznej war­
stwie błony plazmatycznej.  Hydrolizie fosfolipidów 
inozytolowych towarzyszy zawsze zwiększenie stę­
żenia jonów wapnia w komórce [1-8]. Dokładny 
udział pochodnych inozytoli w przekazywaniu infor­
macji w różnych typach komórek został omówiony 
przez Barańską [9].

Różne molekularne formy fosfatydyloinozytoli  
zawierają najczęściej kwas stearynowy w pozycji 
sn-1 i kwas arachidonowy w pozycji  sn-2 szkieletu 
glicerolowego. Fostatydyloiznozytol jes t jedynym 
fosfolipidem, który w obecności ATP i odpowied­
nich kinaz ulega fosforylacji.  W komórkach eukario­
tycznych może powstawać siedem różnych form 
ufosforylowanego fosfatydyloinozytolu: trzy mono- 
fosforany (fosfatydyloinozytolo(3)fosforan (Pt- 
dłns(3)P),  fosfatydyloinozytolo(4)fosforan (Pt- 
dIns(4)P),  fosfatydyloinozytolo(5)fosforan (Pt- 
dIns(5)P)); trzy bisfosforany (fosfatydyloinozyto- 
Io(4,5)bisfosforan (PtdIns(4,5)P2), fosfatydyloino- 
zytolo(3,4)bisfosforan (PtdIns(3,4)P2), fosfatydylo- 
inozytolo(3,5)bisfosforan (PtdIns(3,5)P2)) i jeden 
trifosforan - fosfatydyloinozytolo(3,4,5)trifosforan 
(PtdIns(3,4,5)P3) (Rye. 1).

II. Metabolizm fosfolipidów inozytolowych w 
płytkach krwi

Płytki krwi dzięki wyjątkowo rozwiniętemu sys­
temowi receptorów w błonie reagują na różne bodźce 
zewnętrzne,  ulegają aktywacji  i spełniają dwie za­
sadnicze funkcje w hemostazie.  Pierwszą z nich jest 
tworzenie hemostatycznych czopów płytkowych,  a 
drugą funkcją jest  udział w reakcjach krzepnięcia 
krwi. Aktywacja płytek wywołana różnorodnymi 
czynnikami jest  złożonym i wieloetapowym proce­
sem, którego oznakami są: adhezja, zmiana kształtu 
płytki, sekrecja i tworzenie agregatów płytkowych. 
Do fizjologicznych agonistów płytek krwi należą: 
trombina, kolagen, adrenalina, wazopresyna,  PAF i

ADP pochodzące z płytek krwi i uszkodzonych ko ­
mórek krwi oraz śródbłonka.  Do dalszej aktywacji 
(tzw. autokrynnej stymulacji  płytek krwi) mogą 
przyczyniać się substancje uwalniane z samych 
płytek krwi tj. serotonina, ADP,  tromboksan A 2 i 
PAF (Ryc. 2) [1-8],

Ptdlns

Ryc. 1. Drogi powstawania ufosforylowanych fosfatydyloinozytoli w 
komórkach eukariotycznych.

Przyłączenie fizjologicznych agonistów płytko­
wych m. in. trombiny, kolagenu, TX A 2, ADP czy 
PAF do specyficznych receptorów obecnych na po­
wierzchni błony płytek powoduje aktywację fosfoli-

serotonina

Ryc. 2. Autokrynna stymulacja płytek krwi. Aktywacja płytek krwi 
wywołana pierwotnymi agonistami (trombina, kolagen) indu­
kuje sckrccją oraz syntezą wielu dodatkowych płytkowych ak­
tywatorów (PAF, TXA,, serotonina, ADP), które potągują akty­
wacją płytek krwi.

pazy C (PLC) (EC 3.1.4.3) swoiście hydrolizującei 
fosfolipidy inozytolowe. W płytkach krwi obecne są 
dwie izoformy PLC: PLC|32 i PLCy2 [3]. PLCp2 akty­
wowana jest  przez mechanizm zależny od białek G: 
podjednostki a  białek Gq i/lub kompleksu podjedno-
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stek |3y białek Gj, natomiast  PLCy2 ulega aktywacji z 
udziałem niereceptorowych kinaz białkowych. 
P L Cp2 i PLCy2 prowadzą do hydrolizy fosfatydylo- 
inozytolo(4,5)bisfosforanu i powstania dwóch wtór­
nych przekaźników informacji:  diacyloglicerolu 
(DAG) oraz inozytolotr ifosforanu (Ins(l ,4,5)P3) [3]. 
Diacyloglicerol jako związek hydrofobowy pozosta­
je w błonie plazmatycznej,  ale przemieszczając się w 
niej może aktywować kinazę białkową C (PKC; EC

Wzrost  stężenia DAG jes t krótkotrwały,  gdyż jest  on 
natychmiast  przekształcany do kwasu fosfatydowe- 
go z udziałem kinazy diacyloglicerolowej.  Reakcja 
ta jest  odwracalna,  ale tworzenie kwasu fosfatydo- 
wego jest  szybsze od jego rozkładu. Związek ten u le­
ga przemianie do cytydylomonofosforanu kwasu 
fosfatydowego, który z kolei reaguje z wolnym ino­
zytolem dając fosfatydyloinozytol zamykający cykl 
przemiany. Ins( l ,4 ,5)P3 natomiast,  jako związek roz-

PI-5K

¡ l l

kolagen trombina ADp

Ryc.3. Struktura chemiczna fosfatydyloinozytoli ufosforylowanych w pozycji 3 inozytolu: PtdIns(3)P, PtdIns(3,4)P,, PtdIns(3,5)P, i PtdIns(3,4,5)P3. 
Fosfatydyloinozytolo(3)fosforan (PtdIns(3)P) z udziałem 4-kinazy PI jest przekształcany do fosfatydyloiriozytolo(3,4)bisfosforanu (Pt- 
dIns(3,4)P,), a 5-kinaza PI prowadzi do wytworzenia fosfatydyloinozytolo(3,5)bisfosforanu (PtdIns(3,5)P2). Hydrofobowe grupy acylowe 
fosfatydyloinozytoli obecne są w wewnętrznej części błony plazmatycznej, natomiast część hydrofilowa tych związków znajduje się w cyto- 
plazmie. Ponadto większość sfingomieliny i fosfatydylocholiny znajduje się po stronic zewnętrznej błony, gdzie nic ma fosfatydyloinozytolu 
(wg. [6], zmodyfikowano).

2.7.1.37), która fosforyluje przede wszystkim pleks- 
trynę. Fosforylacja plekstryny jest  niezbędna dla 
procesu sekrecji wielu związków biologicznie czyn­
nych zmagazynowanych w specyficznych ziarnisto- 
ściach płytkowych. Uwalniane do osocza swoiste 
białka płytkowe —  czynnik p łytkowy 4, p-trombo- 
globuliny czy przemieszczenie P-selektyny wraz z 
błonami a-ziarnistości  na powierzchnię płytek jest 
uważane za wskaźnik aktywacji  płytek krwi in vivo.

puszczalny w środowisku wodnym,  dyfunduje do cy- 
toplazmy i jes t odpowiedzialny za wzrost  stężenia j o ­
nów wapnia w cytoplazmie.  Wzrost stężenia jonów 
wapnia jes t niezbędny m.in. do aktywacji fosfolipa- 
zy A 2 (PLA2) (EC 3.1.1.4) uruchamiającej kaskadę 
kwasu arachidonowego i do stymulacji  kinazy lek­
kiego łańcucha miozyny (EC 2.7.1.117) [1-8]. Fosfa- 
tydyloinozytolo(4,5)bisfosforan w płytce odgrywa 
nie tylko istotną rolę jako prekursor lipidowych
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wtórnych przekaźników (DAG i Ins( 1,4,5)P3), ale ta­
kże jako regulator reorganizacji  cytoszkieletu, w tym 
filamentów aktynowych [10].

Gdy na płytkę krwi działają agoniści (m. in. trom- 
bina, kolagen, t romboksan A 2, ADP czy PAF) może 
nastąpić nie tylko hydrol iza PtdIns(4,5)P2, lecz rów­
nież dalsza fosforylacja tego fosfolipidu. Kinaza 
3-fosfatydyloinozytolu (PI-3K) (EC 2.7.1.137) 
wprowadza grupę fosforanową z ATP na grupę - O H  
w pozycję 3 pierścienia inozytolu; fosfatydyloinozy- 
tole ufosforylowane w pozycji  3 inozytolu nie podle­
gają hydrolizie z udziałem poznanych izoform fosfo- 
lipazy C i nie są substratami,  z których powstają 
wtórne przekaźniki informacji.  Strukturę chemiczną 
fosfatydyloinozytoli  ufosforylowanych w pozycji 3 
inozytolu przedstawia rycina 3. Kinazy 3-fosfatydyl- 
oinozytolu ze względu na selektywną specyficzność 
substratową w warunkach in vitro  i w oparciu o ich 
budowę strukturalną podzielono na trzy klasy; klasę 
I, II i III [11-13]. Krótką charakterystykę kinaz 3-fo­
sfatydyloinozytolu w płytkach krwi przedstawia ta­
bela 1.

II-l. Klasa I kinazy 3-fosfatydyloinozytolu

Do klasy I PI-3K należą  enzymy będące heterodi- 
merami posiadającymi część regula torową i katali­
tyczną fosforylującą grupę - O H  w pozycji 3 Ptdlns, 
PtdIns(4)P i PtdIns(4,5)P2; w warunkach in vitro pre­
ferowanym substratem tej klasy PI-3K jest  Pt- 
dIns(4,5)P2. W klasie I można wyróżnić 2 grupy: gru­
pę A i B. Enzymy klasy IA zbudowane są z podjed- 
nostki katalitycznej (plOOa, pl00[3 i p 1105) i z 
białek regulatorowych p85 (50-85 kDa),  takich jak 
p85 i p85. Podjednostki  regulatorowe posiadają: 
dwie domeny SH2 (ang. Src hom ology), które re­
agują z ufosforylowaną tyrozyną,  j edną domenę 
SH3, domenę BH (ang. breakpoint-cluster-region  
homology domain) i dwa regiony bogate w reszty 
proliny [14]. W płytkach krwi obecne są P l - 3 K  (tzw. 
p85/PI-3K) klasy IA posiadające podjednostki kata­
lityczne p l  10a i p l  10p połączone z podjednostkami  
regulatorowymi p 8 5 a  i p85P [4], W czasie aktywacji 
płytek krwi wywołanej t rombiną czy syntetycznym 
peptydem (SFLLRN),  zwanym TRAP (ang. throm ­
bin receptor activating p ep tid e ), dochodzi do wzro­
stu aktywności p85/PI-3K w immunoprecypi tatach 
rozpuszczalnych w Tritonie X-100 i we frakcji cy­
toszkieletu błon komórkowych nierozpuszczalnej  w 
Tritonie X-100. Wskazuje to na przemieszczenie się 
PI-3K do frakcji błonowej.  W płytkach krwi niesty- 
mulowanych tylko niewielkie ilości p85/PI-3K 
połączone są z cytoszkieletem błon płytek [4, 15],

natomiast w czasie aktywacji płytek krwi p85/PI-3K 
ulega przemieszczeniu do frakcji cytoszkieletu błon 
komórkowych.  Podczas aktywacji płytek krwi t rom­
biną ważną rolę w przekazywaniu sygnału zewnątrz- 
komórkowego,  gdy fibrynogen przyłączy się do inte- 
gryny otnbP3, spełnia oddziaływanie p85/PI-3K z cy­
toszkieletem (m. in. a-aktyniną)  oraz wytwarzanie 
PtdIns(3,4)P2 [16]. W czasie przekazywania sygnału 
zewnątrzkomórkowego obserwuje się również fos- 
forylację reszt tyrozynowych białka Cbl, co jest  
powiązane z działaniem PI-3K oraz kinazy Syk [17]. 
Stymulacja płytek krwi słabym agonistą —  ADP po ­
woduje odwracalne przemieszczenie p85/Pl-3K do 
cytoszkieletu, ale bez wytwarzania PtdIns(3,4)P2
[18]. Uważa się, że przemieszczenie p85/PI-3K kla­
sy IA do cytoszkieletu nie odgrywa istotnej roli w ak­
ty wacj i enzymu [16], Obecne w płytkach krwi białka 
Rho należące do „małych” białek G mogą być też 
efektorami i regulatorami p85/PI-3K [19] oraz 4-ki- 
nazy fosfatydyloinozytołu (EC 2.7.1.67) [20].

W płytkach krwi PI-3K klasy IB (tzw. PI-3Ky) są 
aktywowane przez podjednostki Py białek G [16, 21]. 
PI-3Ky posiada podjednostkę katali tyczną p 110, za­
wierającą miejsce wiązania białka Ras i domenę ho ­
mologiczną do plekstryny (PH, ang. pleckstrin  ho- 
mology) w N-końcowej  części białka. W płytkach 
krwi kinazy 3-fosfatydyloinozytolu klasy IB obecne 
są w cytosolu. Z h a n g i wsp. [16] wykazali,  że w 
czasie aktywacji płytek krwi trombiną dochodzi do 
przemieszczenia PI-3Ky do cytoszkieletu. T a n g  i 
D o w n e s [22] z cytosolu płytek krwi świni wyizo­
lowali dwie różne PI-3Ky. Jedna z nich aktywowana 
przez podjednostki Py białek G o stężeniu 1 pM od­
powiedzialna jest  za fosforylację grupy - O H  w pozy­
cji 3 inozytolu Ptdlns, PtdIns(4)P i PtdIns(4,5)P2; 
preferowanym substratem dla tej kinazy jes t Pt- 
dIns(4,5)P2. Druga PI-3Ky nie jest  aktywowana 
przez podjednostki Py białek G, ale z udziałem recep­
tora dla płytkopochodnego czynnika wzrostu 
(PDGF) należącego do receptorów kinazy tyrozyno- 
wej [22], W płytkach krwi t raktowanych LY294001 - 
inhibitorem obu kinaz należących do klasy I, docho­
dzi do hamowania transportu jonów Ca2+ wywołane­
go działaniem trombiny [20, 23].

II-2. Klasa II i III kinazy 3-fosfatydyloinozytolu

Kinaza 3-fosfatydyloinozytolu klasy II zbudowa­
na jest  z olbrzymich katalitycznych podjednostek 
(170-220 kDa), zawierających C2 domenę w C-ko- 
ńcowej części białka. Fosforyluje ona głównie Pt ­
dlns i PtdIns(4)P, jakkolwiek PI -3K-C2a także może 
fosforylować Ptdlns(4,5)P2 w obecności fosfatydy-
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loseryny [11, 12]. W płytkach krwi obecna jest  rów­
nież izoforma kinazy 3-fosfatydyloinozytolu klasy II 
tzw. HsC2-PI-3K,  a wzrost  jej aktywności obserwuje 
się podczas akumulowania PtdIns(3)P w komórce. 
Proces ten jes t hamowany przez wortmaninę 
(IC50=7nM).

Budowa i rola PI-3K klasy III nie jes t dostatecznie 
poznana. Wiadomo jedynie,  że substratem dla PI-3K 
klasy III jest  fosfatydyloinozytol ,  z którego powstaje 
fosfatydyloinozytolo(3)fosforan [24, 25]. Do tej 
pory w płytkach krwi nie udało się zidentyfikować 
PI-3K klasy III.

III. Drogi działania kinazy 3-fosfatydylO” 
inozytolu w płytkach krwi

W płytkach krwi, podobnie jak  i w innych komór­
kach, tworzenie różnych form fosfatydyloinozytolu 
ufosforylowanego w pozycji  3 inozytolu jest  kontro­
lowane przez wiele kinaz oraz fosfataz. Aktywacja 
płytek krwi silnym agonistą —  t rombiną  czy TRAP 
prowadzi do tworzenia fosfatydyloinozyto- 
lo(3,4)bisfosforanu i fosfatydyloinozytolo(3,4,5)tri- 
fosforanu. Proces ten jes t hamowany przez n ieod­
wracalny i specyficzny inhibitor kinazy 3-fosfaty­
dyloinozytolu —  wortmaninę [15, 21, 26]. Reakcja 
hamowania przez wortmaninę jest  obserwowana 
również w innych komórkach,  np. linii komórkowej  
CHRF-288 pochodzącej z megakar iocytów [26]. W 
płytkach krwi wor tmanina o stężeniu 1 nM hamuje 
aktywność p85/PI-3K, natomiast  w wyższym stęże­
niu (10 nM) hamuje aktywność kinazy PI-3Ky 
(Ryc. 4) [4]. Sugeruje się, że PI-3K odgrywa istotną 
rolę w odwracalnej (początkowej) fazie agregacji 
płytek krwi wywołanej nie tylko trombiną,  ale rów­
nież czynnikiem aktywującym płytki (PAF) [27]. 
Wortmanina może hamować agregację płytek krwi 
stymulowaną kolagenem lub konwulksyną (gliko- 
proteina wyizolowana z jadu węży) m. in. poprzez 
modulowanie funkcji integryny anb[33 i/lub w m e­
chanizmie niezależnym od PI-3K. Wyniki badań 
wskazują,  że wortmanina nie jes t jednak specyficz­
nym inhibitorem PI-3K w płytkach aktywowanych 
kolagenem czy konwulksyną [28]. W płytkach sty­
mulowanych t rombiną zaobserwowano,  że kinazy 
pp60c'src i p59fyn [29] oraz p p l 2 5 FAK [30-33] tworzą 
kompleksy z PI-3K. Natomias t  „małe” białka G —  
białka Rac —  aktywują kinazę PI-5K i przyczyniają 
się do powstania Ptdlns(4,5)P2 [34], Trombiną,  jak  i 
TRAP indukują syntezę PtdIns(3,4,5)P3 już  po 15-30 
sekundach działania, a produkcja PtdIns(3,4)P2 na­
stępuje po wytworzeniu PtdIns(3,4,5)P3. Najwyższy 
poziom PtdIns(3,4)P2 jes t osiągnięty po 4-5 minu­

tach działania agonisty [4, 35, 36]. Kolejność tw o­
rzenia różnych ufosforylowanych w pozycji 3 inozy- 
toli budzi wiele kontrowersji.  C u n n i n g h a m  i 
wsp. [37] sugerują następującą kolejność: Pt- 
dIns->PtdIns(3)P->PtdIns(3,4)P2->PtdIns(3,4,5)P3. 
C a r t e r  i wsp. [38] oraz H a w k i n s  i wsp. [39] 
uważają natomiast,  że ma miejsce inna kolejność po­
wstawania: PtdIns(4,5)P2->PtdIns(3,4,5)P3-»Pt-
dIns(3,4)P2 ze względu na działanie 5-fosfatazy ka­
talizującej proces defosforylacji  PtdIns(3,4,5)P3. Pt- 
dIns(3,4)P2 może również powstawać w wyniku 
działania PI-3K, która może fosforylować Pt- 
dIns(4)P. Rozbieżności wyników badania kolejności

trombiną TRAP

Ryc. 4. Regulacja PI-3K w płytkach krwi aktywowanych trombiną łub 
TRAR Trombiną czy TRAP po połączeniu z receptorem ser­
pentynowym (zbudowanym z 7 domen transbłonowych) z 
udziałem podjednostki a  białek Gq aktywują fosfolipazę C 
(PLCP2), co prowadzi do powstania dwóch wtórnych przeka­
źników: diacyloglicerolu (DAG) i 1,4,5 —  trifosforanu inozy­
tolu (Ins( 1,4,5)P3). DAG pobudza białkową kinazę C (PKC), a 
Ins(l,4,5)P3 stymuluje napływ jonów Ca2+ do cytoplazmy. 
Białkowa kinaza C wraz z „małymi” białkami G —  białkami 
RhoA indukuje aktywacją p85/PI-3K. W przekazywaniu sy­
gnału do płytki krwi, po przyłączeniu trombiny czy TRAP do 
specyficznego receptora, uczestniczą także podjednostki ()y 
białka Gq, które są odpowiedzialne za aktywacją innej izofor- 
my kinazy 3-fosfatydyloinozytolu, tzn. PI-3Ky. PI-3Ky i 
p85/PI-3K wytwarzają Ptdłns(3,4)P, i PtdIns(3,4,5)P3, które w 
płytce są prawdopodobnie niezbędne dla przyłączenie fibryno- 
genu do integryny a |lb(33. Dalsze objaśnienia w tekście.

fosforylowania fosfatydyloinozytoli  w płytkach 
krwi m ogą wynikać z różnego czasu działania agoni­
sty. C u n n i n g h a  m i wsp. [37] inkubowali  płytki 
krwi z t rombiną przez 1 0 minut,  natomiast  C a r t e r  i 
wsp. [38] stosowali bardzo krótki czas działania ago­
nisty, bo zaledwie 20-60 sekund. Jeżeli stężenie 
płytek krwi było wysokie (~ 1,1 x 109 płytek/ml) i za­
stosowano wysoką dawkę t rombiny (3 j /ml) przez 10 
minut,  to dochodziło do tworzenia agregatów płytko­
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wych i sekrecji f ibrynogenu z a-ziarnistości  płytko­
wych [40]. Powodowało to opóźnione gromadzenie 
PtdIns(3)P powstającego w wyniku działania kinazy 
3-fosfatydyoloinozytolu klasy II na fosfatydyloino- 
zytol. W płytkach krwi obecna jes t  ponadto kinaza 
PI-4K, która fosforyluje grupę - O H  w pozycji  4 ino­
zytolu PtdIns(3)P i prowadzi  do powstania Ptd- 
Ins(3,4)P2 [41]. Tworzenie PtdIns(3,4)P2 w płytkach

Natomias t zastosowanie inhibitorów wiązania f ibry­
nogenu do integryny a n b[33 powodowało hamowanie 
wytwarzania PtdIns(3,4)P2 o około 60% [44]. Podob­
ne zahamowanie było także obserwowane w obecno­
ści antagonisty receptora dla TX A 2 —  SQ 29.548. W 
obecności antagonistów PAF lub serotoniny był ob­
serwowany bardzo słaby efekt lub brak wpływu na 
produkcję fosfolipidów inozytolowych. W obecno-

Tabela 1

Charakterystyka kinaz 3-fosfatydyloinozytolu w płytkach krwi (kompilacja danych z: [4, 15, 16, 21])

Klasa kinazy 3- 

fosfatydyloinozytolu

Budowa kinazy 3-fosfatydyloinozytolu

K lasa I K lasa IA 

(tzw. p85/PI-3K)

Podjednostka katalityczna —  p l 10a, p 110p 

Podjednostka regulatorow a —  p85a, p85P

Klasa IB 

(tzw. PI-3Ky)

Podjednostka katalityczna p i l  Oy

K lasa II

(tzw. HsC2-PI-3K )

Podjednostka katalityczna (170-220 kDa) (9)

krwi po krótkotrwałej stymulacji  t ro m b in ą (20-60 se­
kund) może wskazywać,  że szybciej działa PI-4K niż 
PI-3K, ponieważ PtdIns(4)P jes t fosforylowany 
przed PtdIns(3)P. Dlatego też kolejność zdarzeń 
może być następująca: PtdIns(4)P-»PtdIns(3 ,4)P2 
i/lub PtdIns(4,5)P2—>PtdIns(3,4,5)P3—>PtdIns(3,4)P2.

Stymulacja płytek krwi f izjologicznymi aktywa­
torami ( trombiną czy kolagenem) powoduje wytwa­
rzanie oraz sekrecję różnych płytkowych aktywato­
rów wzmagających działanie p ierwotnych agoni- 
stów i indukujących autokrynną s tymulację płytek 
[1-8]. Zas tosowanie inhibitorów autokrynnej s tymu­
lacji płytek krwi (IAS, ang. inhibitors o f  autocrine  
stim ula tion ) pozwoliło ocenić,  jak  przebiegają szlaki 
przekazywania sygnałów w płytkach krwi aktywo­
wanych kolagenem czy t rombiną  [42], Do inhibito­
rów IAS należą: (1) układ fosfataza kreatyny/fosfo- 
kinaza kreatyny (CP/CPK),  który przekształca ADP 
w ATP (antagonista receptorów dla ADP),  (2) SQ 
29.548 —  antagonista t romboksanu A 2, (3) peptyd 
RGDS chroniący przed przyłączeniem fibrynogenu 
do integryny ctilbp 3, (4) cyproheptadyna —  antagoni­
sta serotoniny i (5) BN 52021 —  antagonista PAF 
[42]. Jeżeli płytki krwi aktywowano trombiną,  to 
IAS znosiły syntezę PtdIns(3 ,4)P2 i PtdIns(3,4,5)P3, 
natomiast  podczas aktywacji  kolagenem stosowane 
IAS nie miały istotnego wpływu na tworzenie tych 
fosfolipidów. W płytkach krwi aktywowanych trom- 
binąnajs i lniejszym inhibitorem kinazy 3-fosfatydyl- 
oinozytolu okazał się system CP/CPK,  gdyż powsta­
wanie PtdIns(3,4)P2 było zahamowane w 78% [43].

ści inhibitorów cyklooksygenazy (m. in. kwasu ace­
tylosalicylowego, który hamuje tworzenie T X A 2), 
słaby aktywator płytek krwi —  ADP stymulował  
produkcję zarówno PtdIns(3,4)P2 jak  i Pt- 
dIns(3,4,5)P3. Analog TXA2 —  U46619 i kwas lizo- 
fosfatydowy indukowały także syntezę Pt- 
dIns(3,4)P2 i PtdIns(3,4,5)P3 w płytkach krwi [4]. 
Wydaje się, że sam ADP nie ma wpływu na tworze­
nie fosfoinozytoli  ufosforylowanych w pozycji  3 
inozytolu [18, 43], jednak prawdopodobnie wy tw a­
rzanie w znacznych ilościach tych fosfolipidów w 
płytkach krwi aktywowanych trombiną zależy od au- 
tokrynnych agonistów płytek, np. ADP. Może to być 
wynikiem synergistycznego działania t rombiny i 
ADP na płytki krwi. Na błonie płytek obecne są co 
najmniej 3 typy receptorów dla ADP: receptor meta- 
bot ropowy P 2 Y j  (połączony z białkami G j )  [45, 46], 
receptor P 2 Y A D [> (połączony z  białkami G j  lub G q) 
[47] i receptor P2Xi (umożliwia napływ jonów  Ca2̂  
ze środowiska do cytoplazmy komórek) [48]. Szcze­
gółowa interakcja ADP z płytkowymi receptorami 
została opisana przez Olas [49].

IV. Rola kolagenu w regulacji aktywności 
płytkowej kinazy 3-fosfatydyloinozytolu

Integralną częścią procesu przekazywania sy­
gnałów w płytkach krwi aktywowanych kolagenem 
jes t  nie tylko fosforylacja tyrozyny, ale również fos­
forylacja inozytolu, w której ważną rolę spełnia 
PI-3K [42], Kolagen indukuje aktywację płytek krwi
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poprzez receptor GPVI. Przyłączenie kolagenu do 
GPVI powoduje aktywację kinazy Src oraz fosfory- 
lację cząsteczek tyrozyny w motywie ITAM (ang. 
im m unoreceptor tyrosine-based activation motif) w 
łańcuchu y receptora Fe, co jes t niezbędne do akty­
wacji PLCy2. Trombina natomiast  nie powoduje fos­
forylacji łańcucha y receptora Fc [50], G i b b i n s i 
wsp. [50, 51] opisali,  że w czasie aktywacji  płytek 
krwi kolagenem dochodzi do interakcji podjednostki 
regulatorowej (p85) kinazy 3-fosfatydyloinozytolu z 
ufosforylowaną tyrozyną w motywie ITAM łańcu­
cha y receptora Fc.

Produkty działania PI-3K odgrywają istotną rolę 
w translokacji i aktywacji  PLCy? w różnych typach 
komórek.  W komórkach jądrzastych,  np. l imfocy­
tach domeny PH i SH2 w PLCy2 mog ą wiązać Pt- 
dIns(3,4,5)P3 i umożl iwiać przemieszczenie fosfoli- 
pazy C [52, 53, 54], W płytkach krwi aktywowanych 
kolagenem szczególną funkcje spełniają fosfolipido- 
we produkty PI-3K [55, 56], Inhibitory PI-3K (wort- 
manina czy LY294002) silnie redukują aktywność 
płytkowej PLCy2. Inhibitory te nie chronią przed fos- 
forylacją tyrozyny w PLCy2, ale znoszą jej prze­
mieszczenie, co obserwowano po dodaniu egzogen­
nego PtdIns(3,4,5)P3 do płytek krwi [56]. Płytkowa 
PLCy2 jes t zdolna do interakcji z PtdIns(3,4,5)P3, 
chociaż rola tego procesu nie jest  jasna.  Ostatnio 
stwierdzono, że wprowadzenie domen PH czy SH2 
pochodzących z PLCy2 do komórek PC 12 nie powo­
duje wiązania ich z PtdIns(3,4,5)P3 [57]. Wytwarza­
nie dużych ilości PtdIns(3,4)P2 i PtdIns(3,4,5)P3 w 
płytkach krwi oraz aktywacja PI-3K jes t niezbędna 
dla maksymalnej stymulacji  aktywności  PLCy2 po 
aktywacji receptora GPVI peptydcm podobnym do 
kolagenu (CRP, ang. collagen-rela ted  pep tide) [55]. 
Stwierdzono również,  że interakcja kolagenu z inte- 
gryną cc2[3i obecną na powierzchni  błony płytkowej 
jest  odpowiedzialna za uruchomienie produkcji  fos­
folipidów inozytolowych, hamowanej  przez wort- 
maninę [58].

Produkty działania PI-3K —  bisfosforany fosfaty- 
dyloinozytolu (PtdIns(3,4)P2 lub PtdIns(3,5)P2) 
mogą spełniać rolę specyficznego kofaktora dla płyt ­
kowej fosfolipazy D (PLD) (EC 3.1.4.4). Aktywność 
PLD wzrasta w obecności tych fosfolipidów, nato­
miast nie ulega zmianie w obecności monofosfora- 
nów fosfatydyloinozytolu czy fosfatydyloinozytolu.  
Rola bisfosforanów fosfatydyloinozytolu,  jako ko ­
faktora PLD może zapewniać łączność pomiędzy 
różnymi enzymami (PLC, PLD i PI-3K) uczes t­
niczącymi w przekazywaniu sygnałów w płytkach 
krwi.

Podobnie jak  GPVI, udział w wytwarzaniu fosfo- 
inozytoli w płytkach krwi bierze receptor FCyl lA 
(receptor fragmentu Fc immunoglobuliny G). Recep­
tor FCyllA uczestniczy w aktywacji  kinazy Syk, 
PLCy2, podjednostki p85 PI-3K, co w konsekwencj i 
prowadzi  do produkcji  PtdIns(3,4)P2 i Ptd- 
Ins(3,4,5)P3 [56, 59, 60], Receptor FCyl lA stymuluje 
aktywność PLCy2 nawet w obecności wortmaniny, 
natomiast  peptyd o sekwencji  RGDS nie ma istotne­
go wpływu na aktywność PLCy2 [55, 58].

Interakcja receptora GPIb/IX/V z czynnikiem von 
Willebranda indukuje też połączenie PI-3K z cytosz- 
kieletem oraz wywołuje jej aktywację [61].

V. Rola białkowej kinazy C w regulacji 
aktywności kinazy 3-fosfatydylo- 
inozytolu w płytkach

Białkowa kinaza C uczestniczy w procesach prze­
kazywania sygnału w płytkach krwi, fosforylując m. 
in. 4-kinazy fosfatydyloinozytolu,  w wyniku czego 
dostarcza prekursorów dla PI-3K. PKC jes t  niezbęd­
na do wytwarzania w płytkach krwi fosfatydyloino­
zytoli, posiadających ufosforylowaną grupę - O H  w 
pozycji  3 inozytolu. Właściwości  te s twierdzono na 
podstawie następujących obserwacji:  (1) w płytkach 
krwi s tymulowanych t rombiną zahamowanie aktyw­
ności PKC jest  połączone z redukcją ilości po­
wstających PtdIns(3,4)P2 i PtdIns(3,4,5)P3 [62], (2) 
estry forbolu s tymulują PKC,  która indukuje syntezę 
tych fosfolipidów, nawet  przy braku aktywatora płyt­
kowego -—- trombiny [15], (3) octan mirystynianu 
forbolu stymuluje p85/PI-3K, ale nie aktywuje 
PI-3Ky, a stymulacja płytek krwi przez estry forbolu 
jest  hamowana przez peptyd o sekwencji  RGDS,  
przy obniżeniu wytwarzania PtdIns(3,4)P2 o około 
80% [15]. Ponadto stwierdzono, że w płytkach krwi 
PtdIns(3,4,5)P3 promuje fosforylację plekstryny 
(p47) głównego substratu PKC,  hamowanej  w obec­
ności wortmaniny [63]. Chociaż funkcja plekstryny 
w warunkach in vivo nie jest  w pełni wyjaśniona,  su­
geruje się, że plekstryna może mieć wpływ na szlaki 
przekazywania sygnałów z udziałem PLC, PI-3K czy 
fosfataz inozytolowych. Ufosforylowaną plekstryna 
hamując aktywność kinazy 3-fosfatydyloinozytolu 
blokuje tworzenie produktów działania PI-3K 
biorących udział w mechanizmach aktywacji płytek 
[64, 65],

VI. Uwagi końcowe

Mechanizmy przekazywania sygnałów w płyt­
kach krwi są bardzo złożone. Pomimo różnic w
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strukturze chemicznej,  właściwościach i wielkości 
cząsteczki różnych fizjologicznych stymulatorów, 
aktywność biologiczna przejawiająca się m. in. adhe­
zją, sekrecjączy agregacją płytek jest  na tychmiasto­
wa i taka sama. Aktywność biologiczna płytek krwi 
uzależniona jes t od szlaku przekazywania sygnału i 
tworzenia różnych wtórnych przekaźników informa­
cji. Produkty działania kinazy 3-fosfatydyloinozy- 
tolu (zarówno ufosforylowane fosfatydyloinozytole,  
jak  i ufosforylowane białka) są powiązane bezpo­
średnio z przekaźnictwem sygnału w płytkach krwi. 
Istotną rolę w aktywacji  płytek krwi spełniają nie tyl­
ko kinazy fosfatydyloinozytolu,  ale także fosfatazy 
inozytolowe, przeprowadzające defosforylację Ptd- 
Ins(3,4,5)P3 i prowadzą do powstania PtdIns(3,4)P2, 
który z kolei uczestniczy w s tabil izowaniu agrega­
tów płytkowych [66].
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Układ genów interleukiny-1 w fizjologii gonady męskiej 

Interleukin-1 gene system in physiology of human testis
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Wykaz skrótów: AcPL —  cząsteczka zasocjowana z recepto­
rem 1L-18; ICE —  ang. In terleukin-1 C onverting Enzym e  —  
proteaza cysteinowa —  kaspaza-1; IL -1 a  —  interleukina-1 alfa; 
IL -ip  —  interleukina-1 beta; 1L-18 —  interleukina-18; p iL -18 
—  prekursorowa forma IL -18; IL -1 RA —  antagonista receptora 
interleukiny-1; IL -lR acP  —  cząsteczka zasocjow ana z recepto­
rem IL-1; IL-1RI —  receptor I dla interleukiny-1; IL-1RII —  re­
ceptor 11 dla interlukiny-1; IL-2 —  interleukina-2; 1L-4 —  inter- 
leukina-4; INFy —- interferon gamm a; IRAK 1/2 —  Kinazy 1/2 
zasocjowane z receptorem  IL -1; M yD88 —  białko różnicow a­
nia szpiku 88; N FkB •—  ang. nuclear fa c to r  kappa B —  czynnik 
transkrypcyjny B; NIK —  kinaza indukująca N FkB; TIR —  
Toll/IL-IR  motyw; TNF —  ang. tum or necrosis fa c to r  —- czyn­
nik martwicy nowotworu; TRA F6 —  czynnik 6 zasocjowany z 
receptorem dla czynnika m artw icy now otw oru; LPS —  1 ipopoli- 
sacharyd; G-CSF —  czynnik stym ulujący kolonizację granulo- 
cytów; M-CSF —  czynnik stym ulujący kolonizację makrofa- 
gów

I. Wstęp

Spermatogeneza jest  niezmiernie skompl ikowa­
nym a jednocześnie precyzyjnym procesem,  który 
prowadzi do powstawania wysoko wyspecja l izowa­
nych, haploidalnych męskich komórek rozrodczych 
z diploidalnej komórki  macierzystej.  Badania z lat

Mgr, dr, prof. dr hab.; Zakład G enetyki Człow ieka PAN, ul. 
Strzeszyńska 32, 60-479 Poznań; nataliacz@ w p.pl,
fiszdor@ m an.poznan.pl, kurpim ac@ m an.poznan.pl

ostatnich przynoszą liczne informacje o udziale in- 
terleukiny-1 (IL-1) w lokalnej kontroli czynności go­
nady męskiej. Dotyczy to w szczególności udziału 
tej cytokiny w stymulacji  wzros tu i różnicowania ko­
mórek gametogenicznych. Dostarczanych jest coraz 
więcej dowodów na to, że interleukina-1 (IL-1) ma 
znaczący wpływ na aktywność męskich komórek 
rozrodczych. Działania takie mają: in ter leuk ina- la  
( I L - la ) ,  interleukina- lp ( IL- ip) ,  receptor I 
(IL-1RI),  receptor II (IL-1RII),  antagonista recepto­
rowy (IL-1 RA) i konwertaza (ICE —  ang. Interleu- 
kin-1 Converting Enzym e), zwana także kaspazą-1,  
oraz interleukina-18 ( I L -1 8) wraz z homologicznym 
układem receptorowym.

II. Interleukina-1

Interleukina-1 jest  jednym z głównych czynników 
stanu zapalnego. Wydzielana głównie przez makro- 
fagi i monocyty jest  czynnikiem s tymulującym wiele 
procesów biologicznych. Wśród nich można wyróż­
nić: stymulację proliferacji l imfocytów T, różnico­
wanie limfocytów B, pobudzanie uwalniania czynni­
ków stymulujących kolonizację granulocytów 
(G-CSF) i makrofagów (M-CSF)  oraz wzmaganie 
wydzielania histaminy i produkcji  prostaglandyn.

W genomie człowieka istnieją dwa różne geny 
kodujące inter leukinę-1: IL-1 a  i IL-1 fi, wywodzące  
się od wspólnego genu (p ro IL -1 ), które powstały 
prawdopodobnie na skutek duplikacji  [1], Geny
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IL-1 sk lonowano w 1985 i zmapowano  na ch romo­
somie 2 (2q 14; 2 q 2 1). Białka przez nie kodowane są 
syntetyzowane jako białka prekursorowe o masie 
31 kDa,  które w wyniku działania proteazy s tają się 
formami dojrzałymi  o masie 17 kDa. I L - l a  i IL - ip  
posiadają  tylko 26% homologi i  w sekwencj i am ino­
kwasów,  jednakże ich s truktura przes t rzenna w y k a ­
zuje znaczne podobieńs two,  a dotyczy to w szcze­
gólności aminokwasów odpowiedzia lnych za tw o­
rzenie struktur wiążących receptor.  Oba białka p re­
kursorowe pozbawione są sekwencj i  l iderowych,  a 
mechanizm ich t ranspor tu na zewnątrz  komórki  nie 
jes t  do końca poznany.  Większość  syntetyzowanej  
IL-1 pozostaje w cytoplazmie,  a n iewielka część 
wędruje na powierzchnię  komórki,  gdzie prze­
kształca się w tzw. formę błono wą  [2], Enzymy od ­
powiedzialne za aktywację  I L - l a  i P to odp ow ied ­
nio kalpaina i ICE (ang. In terleuk in -1  converting  
enzym e). W przeciwieństwie  do I L - l a ,  druga forma 
IL-1 musi zostać zaktywowana  w wyniku en zyma­
tycznego działania proteazy (ICE) na pierwotny 
produkt  translacji.  Pomimo,  że oba białka mają  
miejsca glikozylacji ,  proces ten nie ma wpływu na 
aktywność IL-1. Być może pełni on rolę przy wiąza­
niu się błonowej IL-1 do receptorów na makrofa- 
gach [3]. Ciekawym wydaje się również fakt, iż od­
cinany N-koniec in te r leuk iny-1 a  zawiera sekwen­
cję l iderową kierującą  białko do jądra  komórki .  Na- 
dekspres ja tego peptydu o masie 16kDa w kom ór­
kach hodowanych in vitro  powo do wa ła  ich t ransfor­
mację w komórki  nowotworowe [4].

III. Antagonista receptorowy (IL-1RA)

Antagonista receptorowy jes t  trzecim białkiem 
wiążącym się z receptorami I L - 1 (IL-1 RI i IL-1R1I). 
Jego wiązanie blokuje receptor, nie powoduje 
transdukcji sygnału do wewnątrz  komórki  i w efek­
cie powoduje zahamowanie odpowiedzi  na wydzie­
laną parakrynowo IL-1 [5], Istnieją trzy formy 
IL-1RA —  jedna forma wydzielana na zewnątrz ko­
mórki i dwie formy wewnątrzkomórkowe.  Formy te 
powstają w wyniku korzystania przez pol imerazę 
RNA z dwóch al ternatywnych promotorów (formy 
zewnątrz- i wewnątrzkomórkowe),  a różne białka 
wewnątrzkomórkowe powsta ją  w wyniku alterna­
tywnego składania t ranskryptu [6], Badania porów­
nawcze genów dla I L - l a ,  IL - ip  i IL-1 RA doprowa­
dziły do ustalenia ich drzewa genealogicznego. Su­
geruje się, że wszystkie te geny wywodzą  się od 
wspólnego przodka (jego struktura pozostaje niezna­
na), a jego formy powstały na skutek częściowej du­
plikacji.  Pierwsza z duplikacji  miała miejsce ok. 3,5

min lat temu i s tworzyła dwa geny p r a IL - l(a  i $) 
oraz 1L-1RA, druga zmiana pojawiła się ok. 2,8 lat 
temu i podzieli ła IL-1  na a  i p [7]. IL-1 RA łączy z 
IL-1  P 26% podobieńs two sekwencji,  a główna różni­
ca polega na obecności  sekwencji  l iderowej na N-ko- 
ńcu polipeptydu IL-1 RA pozwalającym na kla­
syczną sekrecję białka (przez aparat Golgiego).

Badania prowadzone na zwierzętach doświad­
czalnych pokazały, że IL-1 RA blokuje aktywność 
IL-1 zarówno in vitro jak  i in vivo. Wprowadzenie do 
krwioobiegu królika interleukiny 1 [8], powodowało 
podciśnienie,  k tóremu można było zapobiec poprzez 
wcześniejsze podanie IL-1RA. Stwierdzono także 
łagodniejszy przebieg ostrych i przewlekłych chorób 
zapalnych przy podawaniu  IL-1 RA. Podanie antago­
nisty receptorowego zdrowym ochotnikom nie 
wywoływało żadnych reakcji [9].

IV. Receptory IL-1 (IL-1RI i IL-1RII)

Dotychczas zidentyf ikowano dwa geny kodujące 
białka receptorowe dla IL-1, 1L-1RI (75 kpz) i 
IL -1R II  (38 kpz) [10]. IL-1RI o masie 80 kDa ma 
większe powinowactwo wiązania do I L - l a ,  a 
IL-1RII o masie 68 kDa wykazuje przewagę do 
wiązania IL - ip  [11]. Oba białka należą do rodziny 
immunoglobul in,  zawiera ją trzy domeny o charakte­
rystycznej budowie przestrzennej zawierającej dwa 
motywy typu struktury [3 (ang. p sheet) połączone 
mostkiem dwusiarczkowym i oba ulegają glikozyia- 
cji, która wydaje się być kluczowa dla powinowac­
twa receptor-ligand [12]. Łańcuch pol ipeptydowy 
składa się z trzech odcinków: (1) zewnątrzkomórko- 
wego —  wiążącego IL-1, (2) t ransbłonowego i (3) 
wewnątrzkomórkowego —  odpowiedzialnego za 
transdukcję sygnału. Właśnie w trzecim odcinku w y ­
stępuje g łówna różnica w budowie IL-1 RI i IL-1RII; 
receptor drugi pos iada bardzo krótki odcinek cytoso- 
lowy niezdolny do przekazywania sygnału. Wydaje 
się, że IL -1 RII funkcjonuje jako receptor-przynęta 
(ang. decoy receptor), s tanowiąc negatywny regula­
tor aktywności IL-1 uniemożl iwiający wiązanie li- 
gandu do IL -1 RI [13] (Ryc. l) .  Ekspresja mRNA dla 
I L - 1RI podlega regulacji: ujemnej przez IL-1 i do­
datniej przez kortykosteroidy,  nabłonkowy czynnik 
wzrostu,  IL-4 i IL-2. Pomimo dowodów na istnienie 
regulacji ekspresji  genu 1L-1RI, ostatnie badania 
ujawni ły brak w sekwencji  elementów regulacyj­
nych TATA i CA AT oraz fakt, że region promotorowy 
IL -1 RI przypomina region genów kodujących białka 
konstytutywne (ang. h o u sekeep in g genes) [3]. Układ 
receptorowy IL-1 jes t bardzo wydajny, do 
wywołania efektu wystarczy zajęcie tylko około 2%-
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10% receptorów ze średnio 200 znajdujących się na somie 11 [16]. Gen nie zawiera sekwencji  typu
powierzchni komórki  [14] (patrz Ryc. l ) .  TATA ani CAAT,  zawiera natomias t inne sekwencje

Ryc.l. Schemat działania systemu receptorowego IL-1 (szczegółowy opis w tekście); IL-1- intcrleukina-1; IL-1 RA — antagonista receptorowy inter- 
lcukny-1; IL-1RI —  receptor I interlcukiny-1; IL-1RII —  receptor II interleukiny-1.

V. Konwertaza IL -lp  i kalpaina

Obie formy IL-1, jak  wyżej wspomniano, są wy­
twarzane przez aparat translacyjny w formie prekur- 
sorowej. I L - l a  jes t aktywna zarówno w postaci pre­
kursora, jak i formy dojrzałej, natomiast  IL - ip  do 
swej aktywacji wymaga cięcia proteolitycznego. 
Cięcia tego dokonuje enzym ICE (ang. IL-1$  
Converting Enzym e). Ostatnio odkryto, że ICE doko­
nuje rozszczepienia także prekursorowej formy 
IL-18. Konwertaza-1 należy do nowo odkrytej rodzi ­
ny proteaz cysternowych, które w ym aga jąprzy  miej ­
scu cięcia obecności kwasu asparaginowego [15], W 
p IL - ip  znajdują się dwa miejsca dla działania enzy­
mu przy Asp27 i A s p 110. Dojrzała I L - ip  znajduje się 
prawie wyłącznie poza komórką,  więc prawdopo­
dobnie trawienie enzymatyczne połączone jest  z 
uwalnianiem tej cytokiny. ICE złożony jest  z dwóch 
podjednestek p20 i plO tworzących heterodimer, 
obie jednostki powstają przez autoproteolizę proen- 
zymu (45 kDa). Z użyciem analizy krystalograficz­
nej us tabno,  że aktywny kompleks  enzymatyczny 
złożony est z dwóch związanych z b łoną komór­
kową heterodimerów, tworzących tetramer, obróco­
nych w stosunku do siebie o 1 80°. ICE jes t  kodowany 
przez po edynczy gen (i l - lb c ) o długości ok. 10,5 
kpz i złożony z dziewięciu intronów i 10 eksonów, 
które w genomie ludzkim zlokal izowano na chromo-

regulacyjne (np. miejsce wiązania N F kB). Tran­
skrypty dla ICE powstają na skutek alternatywnego 
składania, tworząc pięć różnych cząsteczek mRNA, 
które mogą ulegać translacji do pięciu izoform enzy­
mu. Do tej pory nie udało się ustalić funkcjonalnego 
znaczenia istnienia różnych form ICE. Gen konwer- 
tazy dla IL-1 P ulega konstytutywnej ekspresji w mo- 
nocytach. Jako proenzym znajduje się w cytopla- 
zmie, a jako aktywny enzym w błonie komórkowej.

IC E  wykazuje znaczną homologię  (28%) do ro­
dziny genów ced-3 (występujących u nicieni C.ele­
gans), których produkty są niezbędne w procesie 
apoptozy. Wysunięto hipotezę, że ICE jest  odpo­
wiednikiem Ccd-3 ssaków. Doświadczenia prowa­
dzone przez różnych autorów wykazały,  że w zale­
żności od warunków przeprowadzanych badań za­
blokowanie aktywności enzymatycznej  ICE hamo­
wało, bądź nie, programowaną śmierć komórek [44], 
Obserwacje prowadzone na myszach „knock-out” z 
„wyłączonym” genem kodującym ICE dały możli ­
wość poznania funkcji tego enzymu.  Myszy takie 
miały znacznie obniżoną zdolność do produkcji doj ­
rzałej I L - 1P (95%), poza tym były płodne i nie miały 
wad rozwojowych. Interesujące jest,  że myszy te 
miały także znacznie obniżony poziom (o ok. 90%) 
I L - l a  (po stymulacji  LPS), co t łumaczono istnie­
niem nowego, nie poznanego do tej pory, mechani­
zmu transportu I L - l a  na zewnątrz komórki.  Jednak
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ty mocy ty izolowane ze wspomnianych wyżej myszy 
„knock-out” w odróżnieniu od tymocytów myszy 
typu dzikiego nie odpowiadały apop toząna stymula­
cję przeciwciałami anty-Fas.

Następnym krokiem było utworzenie szczepu my­
szy, które charakteryzowały się nadprodukcją (ang. 
overexpression) ICE. Z powodu częstej letalności 
płodów nie udało się uzyskać osobników z nadeks- 
presją ICE we wszystkich tkankach. Myszy z wysoką 
ekspresją ICE tylko w keratynocytach (tylko hetero- 
zygoty —  homozygoty są letalne) wykazują chro­
niczne zapalenie skóry, owrzodzenia i deformacje 
uszu oraz powiek. Badania potwierdziły,  że zmiany 
te są spowodowane podwyższoną apoptozą. Myszy 
te mają  znacznie wyższy poziom IL -1 [3 i IL-18 niż 
myszy kontrolne.

MyD88 zawierające tzw. domenę śmierci (ang. death 
doniain). Nadekspresja dominującej,  nieczynnej for­
my tego białka powoduje,  że komórki są bardziej od­
porne na apoptozę indukowaną cytokinami. TRAF6 
fosforyluje NIK (ang. N F -kB inducingkinase), która 
z kolei przyłącza reszty fosforanowe do IKK-1 i 
IKK-2 — kinaz hamujących Ik B . Ufosforylowane 
Ik B  uwalniają aktywny czynnik N F - k B ,  c o  pow od u­
je rozpoczęcie ekspresji odpowiednich genów. Do­
świadczenia wykazały,  że powyższa kaskada sy­
gnałowa może również doprowadzić do uaktywnie­
nia innego czynnika transkrypcyjnego jakim jest 
AP-1 —  punktem kontrolnym decydującym o efek­
cie końcowym sygnału wydaje się być białko 
TRAF-6 [18]. Kaskada sygnałowa przedstawiona zo­
stała na Ryc. 2.

VI. IL-18

Interleukina-18, początkowo zwana czynnikiem 
indukującym powstawanie interferonu gamma (ang. 
IN F-y-inducing fa c to r), jes t najmłodszą  interleukiną 
zaliczaną do rodziny IL-1. Łączy j ą  z IL-1 nie tylko 
podobieństwo strukturalne, ale i funkcjonalne. Nie 
zawiera ona sekwencji liderowej,  jest  wytwarzana w 
nieaktywnej formie (uaktywnienie następuje w wy­
niku trawienia kaspazą-1).  IL-18 indukuje ekspresję 
INFy, TNF, IL-1, kilku chemokinin i ligandu Fas. Re­
ceptorem IL-18 jest  IL-1 8R (członek rodziny recep­
torów IL-1), jego wspomagającym białkiem (podob­
nym do IL-1 Rac?) jest AcPL — będący również 
członkiem wyżej wspomnianej  rodziny. Cytokina 18 
pełni ważną rolę w odpowiedzi  immunologicznej 
typu Th-1. Jest wytwarzana głównie przez monocy- 
ty, makro fagi i keratynocyty, a wraz z IL-12 
współdziała w stymulowaniu makrofagów do pro­
dukcji interferonu y [17],

VII. Transdukcja sygnału

Kaskada sygnałowa używana przez receptory z 
rodziny IL-1 (1L-1R oraz 1L-18R), występuje w ko­
mórkach ssaków (naczelne, gryzonie),  owadów 
(D rosophila), a nawet roślin. Receptory z tej rodziny 
mają  ten sam plan budowy i zawierają charaktery­
styczną domenę TIR (ang. Toll/Il-IR  doniain). Ka­
skada sygnałowa składa się z receptora [cząsteczka 
wiążąca ligand cytokinowy i cząsteczka zasocjowa- 
na z receptorem dla interleukiny-1 (IL-IRacP)] ,  mo­
lekuł I RAKI  i IRAK2 (ang. IL-1 receptor associated  
kinase) — kinaz związanych z receptorem IL-1, 
cząsteczki adapterowej TRAF6.  Do kaskady należy 
jeszcze jedno białko o interesującej budowie,

Ligand

Receptor

Cząsteczka 
zasocjowana 
z receptorem

Jądro 
komorkowe

R y c .2 S c h e m a t  k a s k a d y  s y g n a ł o w e j  r e c e p t o r ó w  z  r o d z i n y  T o  11 ( s z c z e ­

g ó ł o w y  o p i s  w  t e k ś c i e )  I R A K . 1 / 2  —  K i n a z y  1 / 2  z a s o c j o w a n c  z  

r e c e p t o r e m  I L - 1 ;  M y D S 8  —  b i a ł k o  r ó ż n i c o w a n i a  s z p i k u  8 8 ;  

N F k B  —  a n g .  n u c lea rfa c to r kappa B —  c z y n n i k  t r a n s k r y p c y j -  

n y  k B ;  M A P K  —  k i n a z a  p r o t e i n o w a  a k t y w o w a n a  p r z e z  m i t o -  

g e n y ;  T R A F 6  —  c z y n n i k  p o ł ą c z o n y  z  r e c e p t o r e m  c z y n n i k a  

m a r t w i c y  n o w o t w o r u ;  I k [ )  —  b i a ł k o  h a m u j ą c e  k ( 5 .

VIII. Rola IL-1 w funkcjonowaniu gonady 
męskiej

Badania ostatnich lat ujawniły, że IL-1 pełni 
istotną rolę w funkcjonowaniu gonady męskiej. Wy­
niki uzyskane do tej pory opierają się przede wszys t ­
kim na doświadczeniach prowadzonych na zwierzę­
tach (mysz, szczur), a tylko pojedyncze doniesienia 
opisują ten problem w odniesieniu do człowieka.

IL-1 posiada zdolność do stymulowania prol ife­
racji mysich tymocytów. Zaobserwowano,  że eks­
trakty z gonady szczura i człowieka wykazywały  po­
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dobne właściwości mi togenne.  Stąd wyciągnięto 
wniosek, że w gonadzie męskiej znajduje się sub­
stancja podobna do IL-1 (tIL-1). Na podstawie b io­
chemicznych właściwości IL-1 pochodzącej z jądra 
(masa cząsteczkowa 17 kDa, punkt izoelektryczny pi 
5,7) przypuszcza się, że tIL-1 jest  homologiczna do 
IL-1 a ,  a przeprowadzone ostatnio badania ujawniły 
istnienie co najmniej trzech bioaktywnych izoform 
IL-1 występujących w gonadzie męskiej [19].

Nagromadzone wyniki doświadczeń coraz czę­
ściej dowodzą,  że IL-1 może być wytwarzana przez 
zdrowe tkanki w fizjologicznych, niezapalnych w a ­
runkach oraz przez komórki  inne niż zaktywowane 
monocyty. W tych tkankach pełni ona funkcję czyn­
nika wzrostu (np. IL-1 stymuluje replikację DNA w 
chondrocytach) [20].

VIII-1. Lokalizacja białek

Miejsce powstawania IL-1 w gonadzie męskiej 
nadal pozostaje sporne. Eksperymenty in vitro na ho­
dowanych komórkach człowieka ujawniły, że IL-1 
jest  wytwarzana zarówno w komórkach Leydiga jak  i 
Sertolego. Udowodnione zostało, że zarówno IL-1 a  
jak i p ulegają ekspresji w ludzkiej,  fizjologicznie 
prawidłowej gonadzie męskiej [2 1], W kompartmen- 
cie zewnątrzkanal ikowym przeważa ekspresja IL-1 [1 
nad IL-1 a ,  natomiast  w przedziale wewnątrzkanali-  
kowym sytuacja jest odwrotna [22], Ekspresja IL-1 
wewnątrz kanalika może zachodzić zarówno w obu 
wyżej wspomnianych typach komórek,  tj. somatycz­
nych jądra, jak i generatywnych. Doświadczenia pro­
wadzone przez różne grupy badawcze nie przyniosły 
ostatecznego rozwiązania tego problemu. W ekspe­
rymentach in vitro, w kulturze komórek Sertolego 
(zanieczyszczonej komórkami  gametogenicznymi) 
uzyskano trzykrotnie wyższy poziom bioaktywności 
IL-1 niż w analogicznej hodowli po uprzednim usu­
nięciu komórek germinalnych [23], Badania przy po ­
mocy techniki hybrydyzacji  in situ  ujawniły, że syn­
teza mRNA dla IL-1 a  w kanaliku plemnikotwór- 
czym u szczura zachodzi przede wszystkim przy 
podstawie kanalika —  być może w komórkach Serto­
lego, niestety czułość tej techniki nie pozwoliła wy­
kluczyć jednoznacznie komórek premejotycznych 
jako alternatywnego źródła IL-1 a  [24],

Przeprowadzono także doświadczenia na szczu­
rach, które wskazują jako miejsce produkcji IL-1 ko­
mórki rozrodcze —  przede wszystkim spermatocyty 
w pachytenie i wczesne okrągłe spermatydy [21], 
Dokładne ustalenie miejsca syntezy IL-1 w śród- 
miąższu jest  problematyczne ze względu na znaj ­
dujące się tam makrofagi jądrowe,  stanowiące ok.

198

20% populacji komórek śródmiąższu,  co może znie­
kształcać obraz opisywanych obserwacji.  Doświad­
czenia in vitro  z hodowanymi ludzkimi komórkami 
Leydiga sugerują, że komórki te mogą być źródłem 
obydwu form interleukin [23]. Badania prowadzone 
przez S a n t a n o s  i wsp. wykazały,  że żaden z ge­
nów systemu IL-1 nie ulega ekspresji w dojrzałych 
gametach męskich —  plemnikach [25].

Wykonano badania mające na celu ustalenie eks­
presji obydwu receptorów w gonadzie męskiej. Ba­
dania prowadzono metodą RT-PCR na materiale po­
chodzącym od szczura, myszy i człowieka, oraz na 
frakcjach składających się z komórek Leydiga, Ser­
tolego, spermatocytów, spermatyd, a w kontroli po­
zytywnej —  makrofagów. Analiza wykazała,  że za­
równo w komórkach mysich jak  i szczurzych, w każ­
dej z tych frakcji komórkowych dochodziło do eks­
presji genów IL-1RI i IL-1RII. W komórkach ludz­
kich nie zidentyfikowano transkryptów dla tych ge­
nów w komórkach gametogenicznych (spermaty- 
dach i spermatocytach),  podczas gdy były one obec­
ne w komórkach Sertolego i Leydiga [26], Wcze­
śniejsze prace donosiły o bardzo niskiej gęstości w y ­
stępowania receptora dla IL-1 we wnętrzu kanalika 
plemnikotwórczego gryzoni. Wyniki uzyskano zna­
kując receptor [1123]I L -1 oc i oceniając go po uprzed­
niej autoradiografii  pod mikroskopem [27], Także 
G o m e z  i M o r e l  [26] ocenili, że w kompartmen- 
cie wewnątrzkanal ikowym zachodzi najsłabsza eks­
presja genu dla IL-1 III. Obecność IL-1RI na pozio­
mie białka, opierając się na badaniu wiązania wyzna­
kowanego ligandu w śródmiąższu jądra u myszy opi­
sał już  T a k a  o [27], Badania makrofagów jądro ­
wych wykazały, że są one mniej wrażliwe na wyso­
kie stężenia IL-1 niż makrofagi izolowane z płynu 
ot rzewnowego,  natomiast  stwierdzono także obec­
ność receptora dla interleukiny-1 na komórkach Ley­
diga. Ponadto badania prowadzone w laboratoriach 
francuskich wykazały, że do ekspresji IL-1 III w 
kompartmencie zewnątrzkanal ikowym, obok komó­
rek Leydiga i makrofagów jądrowych, są zdolne 
również komórki wchodzące w skład ściany naczyń 
krwionośnych w śródmiąższu [26], Ponieważ t ran­
skrypty dla receptora IL-1 zaobserwowano także 
wewnątrz kanalików sieci jądra i nabłonku przewo­
dów najądrza (ang. epididym al duet) (a wiadomo, że 
interleukina-1 powoduje zwiększenie przepuszczal ­
ności ścian naczyń w gonadzie),  postawiono tezę, że 
obecność IL-1 może być związana z ułatwianiem 
wymiany wielu substancji pomiędzy krwią a płynem 
z kanalików sieci jądra. Lokalizacja IL-1 R 1 w inter- 
stycjum może być związana również z funkcją, j aką  
sieć jądra pełni w jego systemie obronnym.  Ta hipo­
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teza poparta jest  obserwacją inicjacji gromadzenia 
się l imfocytów w przypadku autoimmunologicznego 
zapalenia jądra właśnie w rejonie sieci.

VIII-2. Sugerowana rola IL-1 w funkcjonowaniu  
gonady męskiej

Zaobserwowano wzrost  stężenia IL-1 podczas 
dojrzewania szczurów aż do momentu  osiągnięcia 
przez nie dojrzałości płciowej,  kiedy to poziom pro­
dukowanej IL-1 pozostaje stały [14]. Funkcja IL-1 w 
gonadzie męskiej jest  przedmiotem intensywnie pro­
wadzonych badań na zwierzętach i pozostaje nadal 
kwestią do wyjaśnienia.  Sugerowana jest  jej rola w 
parakrynnej regulacji wzros tu i różnicowania komó­
rek gametogenicznych podczas spermatogenezy.  Do­
świadczenia przeprowadzone do tej pory pozwoliły 
ustalić, że tIL-1 wywołuje spadek aktywności aro- 
matazy (zależnej od poziomu FSH) w komórkach 
Sertolego oraz obniżenie poziomu cAMP [29], Bada­
nia wykonane na szczurach,  których nabłonek plem- 
nikotwórczy wykazuje cykliczność stadiów dojrze­
wania, wykazały, że s tężenie/bioaktywność IL-1 a  
jest stała we wszystkich stadiach nabłonka za 
wyjątkiem stadium VII, w którym aktywność IL-1 a  
jest bardzo niska. Interesujące jest,  że właśnie to sta­
dium jest jedynym,  w którym nie występują komórki 
replikujące DNA. Wyniki te potwierdziły wcześniej ­
sze obserwacje H a k o v i r t y  i wsp. [30], którzy 
poddali jądra szczurów napromieniowaniu i śledzili 
regenerację nabłonka plemnikotwórczego.  Zauwa­
żyli oni zwiększoną aktywność I L - l a  w odcinkach 
kanalików zawierających dzielące się spermatogo­
nie. Podanie gryzoniom r h I L - l a  (ludzkiej rekombi- 
nowancj IL - la )  powodowało stymulację syntezy 
DNA w spermatogoniach.  Wynik ten pozwolił  przy­
puszczać, że I L - l a  może pełnić rolę czynnika wzro­
stu dla wczesnych komórek gametogenicznych [31]. 
Badania przeprowadzone przez S t e p  h a n i wsp. na 
hodowanych komórkach podporowych szczura wy­
kazały, że dodanie do medium hodowlanego wielu 
różnych substancji (np. testosteron, zymosan,  
TNFa)  powoduje wzrost  syntezy mRNA dla IL - la ,  
stymulacji takiej nie wywołuje natomiast  FSH. Poda­
nie INFy powodowało stymulację przy niższych stę­
żeniach a hamowanie syntezy przy wyższych [32], 
Autostymulacja komórek Sertolego przez rhIL-1 po­
wodowała gwałtowne zwiększenie ilości transkryp- 
tów dla I L - l a  i IL-1 RI, a ko-kultura komórek Serto­
lego z ciałkami resztkowymi podnosiła poziom 
mRNA dla I L -1 a  i IL-1 R 1 dwukrotnie [33], Ostatnie 
obserwacje wskazują, że I L - l a  jest  stymulatorem 
wzrostu dla niedojrzałych komórek Sertolego szczu­
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ra. P e t e r s e n  i wsp. dowodzą,  że w tym zakresie 
cytokina ta jest  bardziej aktywna niż dobrze poznany 
hormon FSH [34],

Funkcja IL-1 w śródmiąższu także nie jest  do ko­
ńca poznana. Komórki  Lcydiga posiadają na swojej 
powierzchni receptor IL-1RI [35], Doświadczenia 
wykazały, że I L - 1 [3 ma hamujący wpływ na zależną 
od LH syntezę testosteronu przez komórki śród- 
miąższa. Spadek ten może być wywołany poprzez: 
obniżenie wiązania luteotropiny do receptora, 
zmniejszenie hCG-zależnej syntezy cAMP oraz ob­
niżenie poziomu mRNA dla enzymu P450scc (ang. 
c h o le s te r o l  s i d e - c h a in  c le a v a g e  c y to c h r o m e  P 4 5 0 )  

[21], Enzym ten zlokal izowany jest  na wewnętrznej 
błonie mitochondrialnej i katalizuje przemianę cho­
lesterolu do pregnenolonu rozpoczynając łańcuch re­
akcji chemicznych prowadzących do utworzenia te­
stosteronu [36], W doświadczeniach na gryzoniach 
O g i 1 v i e i wsp. zauważyli ,  że podanie IL-1 [3 do ko­
mory mózgu szczura (ang. in t r a c e r e b r o v e n tr ic u la r -  

ic v )  obniża poziom białka StAR (ang. s te r o id o g e n ic  

a c u te  r e g u la to r y  p r o t e in ) .  Białko to uczestniczy w 
transporcie cholesterolu do wewnętrznej błony mito­
chondrialnej,  gdzie rozpoczyna się proces prze­
kształcania cholesterolu w testosteron [37], Wcze­
śniej udowodniono,  że I L- l a  nie wykazuje aktywno­
ści pozwalającej na zmniejszenie poziomu mRNA 
dla StAR [38], Jak wspomniano powyżej,  domi­
nującą formą I L - 1 w interstycjum jest  IL-1 (3, jednak 
doświadczenia in  v itro  wykazały, że komórki Leydi- 
ga są zdolne do ekspresji genów dla obu interleukin 
(zarówno transkryptów jak i białek) [23], Co więcej, 
dodanie do medium hodowlanego IL-1 [3 powoduje 
wzrost poziomu ekspresji mRNA dla I L - l a  [39], Po­
mimo, że dla obu form IL-1 istnieje tylko jeden funk­
cjonalny receptor, to zauważono różnice w odpowie­
dzi komórek Leydiga szczura na stymulację: ludzką 
rhIL-1 p, ludzką rh IL -1 a  i mysią  rhIL-1 a .  Najniższą 
efektywność (ok. 100-krotnie) w obniżaniu produk­
cji testosteronu wykazywała ludzka IL-1; wydaje się 
więc, że odpowiedź komórek Leydiga na poszcze­
gólne formy I L- l a  jest  gatunkowo specyficzna [40], 
W badaniach prowadzonych przez grupę Sodera te­
stowano różne formy I L- l a  (dojrzała IL - la ,  p r o - 
IL-1 a  i wariantu 24p ro IL-1 a )  w stymulacji  steroido- 
genczy hCG-zależnej.  Doświadczenia in  v itro  wyka­
zały, że tylko krótsza izoforma (alternatywnie skła­
dana) wpływa stymulująco na hCG-zależną syntezę 
testosteronu, inne formy IL-1 hamowały tę ścieżkę 
syntezy hormonu [41], Dalsze badania wykazały, że 
IL -1 [3 (i w mniejszym stopniu I L - l a )  posiadają zdol­
ność do stymulacji  syntezy DNA w komórkach Ley­
diga pochodzących od niedojrzałych szczurów. Po­
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stawiono więc hipotezę, że IL-1 wpływa na prolifera­
cję komórek Lcydiga u szczurów przed pokwitaniem 
[42], Przypuszcza się, że IL-1 ma wpływ na ham owa­
nie funkcji rozrodczych w sytuacjach stresowych, 
podczas zapaleń i infekcji (podwyższony poziom 
IL-1). Przedstawiono schematy możl iwych mechani­
zmów działania interleukiny-1 [27]. Hamowanie 
procesów reprodukcyjnych mogłoby być inicjowane 
bezpośrednio przez I L - 1 w jądrze (regulacja parakry- 
nowa) lub poprzez centralny system nerwowy. Ta 
druga forma oddziaływań miałaby się opierać na ha­
mowaniu przez IL-1 wydzielania GnRH, bądź po­
przez stymulację sekrecji CRF (ang. corticotro- 
pin-releasig  fa c to r)  i obniżenie wydzielania hormo­
nu luteinizującego (LH).

Jak do tej pory brak jes t publikacji  dotyczących 
ekspresji czy funkcji IL-18 w jądrze,  jednak ostatnie 
raporty konferencyjne świadczą,  że cytokinę tę zi ­
dentyfikowano w komórkach germinalnych u szczu­
ra (począwszy od 10 dnia po urodzeniu),  a po poda­
niu jej do hodowli komórek Leydiga in vitro zaobser­
wowano, że stymuluje ona syntezę testosteronu [43],

VII. Podsumowanie

Produkty genów tworzących rodzinę IL-1 
powiązane są wieloma zależnościami i stanowią 
złożony układ biologiczny, który w gonadzie m ę­
skiej wydaje się być jeszcze bardziej skompl ikowany 
ze względu na pełnione odmienne funkcje [44], Pra­
ce z ostatnich lat donoszą o istnieniu nowych „człon­
ków” rodziny IL-1 ( IL-le ,  y, v, Q  [45] oraz różnych 
tkankowo specyficznych produktów alternatywnego 
składania, izoform poznanych wcześniej genów sys­
temu IL-1. Rozwija się także wiedza na temat 
współzależności i mechanizmów interakcji komórek 
Sertolego z komórkami  gametogenicznymi.

Pomimo wszystkich doniesień o ważnej roli IL-1 
w gonadzie męskiej,  transgeniczne myszy z 
wyłączonym genem dla IL-1RI nie wykazywały od­
chyleń ani w poziomie stężenia testosteronu, ani w 
liczbie plemników w najądrzu. Samce IL-1 RI-/- 
(nullizygotyczne pod względem tego genu) nie wy­
kazywały zmian behawioralnych,  a kryte przez nic 
samice były ciężarne [35], Doświadczenia te nic 
przekreślają jednak jednoznacznie badań prowadzo­
nych nad układem IL-1 w gonadzie męskiej a być 
może wskazują jedynie na istnienie alternatywnych 
dróg regulacji spermatogenezy mogących kompen­
sować braki w sygnalizacji poprzez IL-1.

Wiedza na temat oddziaływań para- i autokryno- 
wych w gonadzie,  komunikacj i  pomiędzy komórka­
mi (tego samego jak i innego typu) jest  ciągle n iewy­

starczająca dla sformułowania ostatecznych wnio­
sków. Wreszcie —  układ genów IL-1 ciągle jest stale 
uzupełniany,  a „nowi” członkowie w zadziwiający 
sposób łączą go z problematyką spermatogenezy.
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I. Wstęp

NPP są enzymami z rodziny pirofosfataz/fosfo­
diesteraz ektonukleotydów (ang. Ecto-nucleotide  
Pyrophosphatase/Phosphodiesterase, E-NPP) [1], 
które wykazują zarówno aktywność pirofosfatazy 
nukleotydów (EC 3.6.1.9) jak  i fosfodiesterazy typu I 
(EC 3.1.4.1). Pierwszym zidentyf ikowanym 
białkiem NPP była b łonowa glikoproteina PC-1 
(NPP1), opisana jako antygen powierzchniowy l im­
focytów B w końcowym stadium ich różnicowania 
[2]. Kolejne badania wykazały,  że NPP1 ulega rów­
nież ekspresji w komórkach innych niż limfocyty, a 
mianowicie w komórkach wątroby, w śródbłonku na­
czyń włosowatych mózgu, w kanalikach dystalnych 
nerek, w najądrzu, w kanalikach ślinowych, a także 
w tkance kostnej i chrzęstnej (chondrocyty, osteocy- 
ty, osteoblasty) [3-6]. Obecnie przyjmuje się, iż ludz­
kie NPP 1-5 wykazują zróżnicowaną ekspresję w po­
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szczególnych tkankach [3, 4] (Tabela 1). Ponadto, 
istnieje również zróżnicowanie w lokalizacji NPP w 
błonie komórkowej  komórek spolaryzowanych.  Lo­
kalizacja ta ograniczona jes t  tylko do wyspecjal izo­
wanych obszarów błony. W hepatocytach szczura

8q24.1 [4], natomiast  geny enpp4  i 5 białek NPP4 i 5 
zidentyfikowano na chromosomie 6pl  1.2-21.1. Wy­
stępowanie genów enpp l i 3 na tym samym chromo­
somie sugeruje, iż NPP1 i 3 powstały przez dupl ika­
cję jednego genu. Nie jes t więc zaskoczeniem, że

Tabela 1

4PP [3, 4]; (+ -białko ulega ekspresji; - -białko nie ulega ekspresji)

LOKALIZACJA NPP1 
NPP

NPP2 NPP3 NPP4 NPP5

tkanka kostna - + + + -

mózg + + + + -

tkanka chrzęstna + - + -

jelito grube + + + + -

serce + + - + +
nerki + + + + +
wątroba + - + +
płuca - + + + -

m.szkieletowe + - + .

skóra + - +
jelito cienkie + + + - .

żołądek - + + - -

jądra + + + + +
jajniki - + + -

grasica + - + + -

prostata + + + + 4-
śledziona + + - -

trzustka + + + + .

NPP1 jest  zlokalizowane na powierzchni  sorpcyjnej,  
natomiast NPP3 występuje przede wszystkim na po­
wierzchni sekrecyjnej [3]. NPP 1-3 występują rów­
nież w formie rozpuszczalnej w osoczu oraz jadzie 
węży (m.in. Crotcilus adam anteus) [3, 5, 7, 8].

Kluczowym momentem dla poznania budowy i 
funkcji NPP było ustalenie ich sekwencji aminokwa- 
sowej [7, 9-11], na podstawie której możl iwe stało 
się określenie podobieńs tw do innych białek o znanej 
sekwencji [3, 11, 12], a także przeprowadzenie badań 
nad budową centrum aktywnego [13-15], Efektem 
tych badań było poznanie mechanizmu działania 
NPP [3, 16] oraz ujednolicenie ich nazewnictwa (Ta­
bela 2).

Celem tego artykułu jest  przedstawienie aktualne­
go stanu wiedzy o enzymach z rodziny pirofosfa- 
taz/fosfodiesteraz ektonukleotydów ze szczególnym 
uwzględnieniem ich udziału w wielu procesach 
zewnątrzkomórkowych,  takich jak  transdukcja sy­
gnału, przemiany zewnątrzkomórkowych nukleoty­
dów, oporność na insulinę, mineralizacja kości, me- 
tastaza, angiogeneza.

II. Budowa NPP

Geny enpp l i 3 ludzkich białek NPP 1 i 3 są zloka­
lizowane na chromosomie 6q22-q23 [3, 11], gen 
enpp2  białka NPP2 znajduje się na chromosomie

białka te wykazują dużą  homologię w budowie struk­
turalnej. Analogiczne zjawisko występuje w przy­
padku NPP4 i 5 [3],

Tabela 2

Nomenklatura NPP [3, 4]

OBECNA NAZWA NAZWY WCZEŚNIEJSZE

PC -1, MAFP, NPP-aza, Pcal
NPP1 Ly-41, fosfodiesteraza I,

Nuklcotydowa pirofosfataza I

NPP2 Autotaksyna (ATX), PD -la, N PPa

NPP3 gp 130RB13L  B10, PD -ip, NPPp

NPP4 Brak

NPP5 Brak

NPP 1-5 są glikoproteinami,  które zawierają w 
swej sekwencji od 4 do 10 motywów Asn-X-Ser/Thr 
ulegających N-glikozylacji .  NPP 1-3 należą do gliko- 
protein typu II, natomiast  NPP4 i 5 są gl ikoproteina­
mi typu I. W przypadku glikoprotein typu II N-ko- 
niec łańcucha polipeptydowego stanowi domenę
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wewnątrzkomórkową,  podczas gdy C-koniec łańcu­
cha pol ipeptydowego jes t położony na zewnątrz ko­
mórki. Glikoproteiny typu I wykazują przeciwną 
orientację, czyli C-koniec łańcucha pol ipeptydowe­
go znajduje się wewnątrz komórki,  a jego N-koniec 
jest  położony na zewnątrz błony komórkowej.  Jed­
nak niezależnie od orientacji w błonie komórkowej,  
NPP należą do ekto-enzymów,  czyli białek których 
centrum katalityczne znajduje się w domenie zlokal i­
zowanej na zewnątrz komórki.

NPP1 i 2 są homodimerami ,  zbudowanymi z 
dwóch identycznych podjednostek  (każda o masie 
cząsteczkowej  115 kDa) połączonych wiązaniami  
dwusiarczkowymi,  podczas gdy NPP3 jes t  m o n o ­
merem [5, 11]. Cechami  wspólnymi  NPP1-3 jes t  
obecność w ich st rukturze zarówno domeny 
wewnątrzkomórkowej ,  t ransbłonowej,  katal i tycz­
nej, jak  i domeny o st rukturze podobnej  do somato- 
medyny B oraz domeny o s trukturze zbliżonej do 
nukleaz [3]. Domena cytoplazmatyczna ludzkich 
białek NPP1-3 (N koniec) jest  krótka (10-76aa) i od ­
mienna dla każdego izoenzymu. Zawiera ona m o ­
tyw AAA SLLA P odpowiedzia lny za właściwą loka­
lizację cząsteczki NPP1 w błonie komórek spolary­
zowanych,  np. hepatocytów [17]. Tuż nad p o ­
wierzchnią b łony komórkowej  znajdują  się dwie 
domeny o strukturze podobnej  do somatomedyny B 
(peptydu, który powstaje w wyniku proteoli tycznej 
degradacji  wi tronektyny).  Domeny  te zawiera ją  re ­
jony  bogate w reszty cysteiny, które są za angażow a­
ne w proces dimeryzacj i białka poprzez tworzenie 
wiązań dwusiarczkowych [3]. Ponadto,  w prz yp ad ­
ku NPP2 i 3 w domenie o s trukturze podobnej  do so­
matomedyny z identyfikowano motyw Arg-Gly-Asp 
[3, 4, 18] —  charakterys tyczny dla wi tronektyny 
(białka obecnego w surowicy i macierzy zewnątrz- 
komórkowej,  które pośredniczy w oddzia ływaniu  z 
integrynami w procesie adhezji  komórek) .  O b ec ­
ność domen o s trukturze podobnej  do som atomedy­
ny B oraz obecność motywu Arg-Gly-Asp w se­
kwencji  aminokwasowej NPP2 i 3, sugerują ich 
udział w adhezji komórek.  W pobl iżu C-końca NPP 
jes t zlokal izowana domena wykazująca  pod ob ień ­
stwo st rukturalne do nukleazy.  Przypuszcza się, że 
domena ta funkcjonuje jako  fragment regulujący 
specyficzność subst ra tową białka [3]. Najnowsze 
wyniki  badań G i j s b e r s a i wsp. [19] wskazują,  
że obecność tej domeny w cząs teczce NPP w a ru n­
kuje jej stabilność oraz prawid łow ą t rans lokację do 
błony komórkowej.  Ponadto,  badania porównawcze 
sekwencji  aminokwasowej PC-1 cz łowieka i myszy 
ujawniły, że C- terminalna domena zawiera sekwen­
cję D X D /N X D G X X D  charakterys tyczną dla tzw.

„pętl i” k lasycznego motywu dłoni EF —  motywu 
strukturalnego wielu białek,  odpowiedzia lnego za 
wiązanie jo n ó w  wapnia  [12], Sekwencja ta ma d e ­
cydujące znaczenie dla aktywności  enzymatycznej  
NPP1 i 3, ale prawdopodobnie  nie wiąże jonów 
wapnia.  Za wiązanie j onów  metali  dwuwartościo- 
wych (m.in. Ca2+, Z n 2+ lub M g 2+), które stabil izują 
s trukturę NPP i zwiększają  ich odporność na dena- 
turację termiczną [12], odpowiada ją  dwa regiony 
położone w pobl iżu domeny katali tycznej (patrz po ­
niżej).

Domena katali tyczna jest  położona pomiędzy 
C-terminalną domeną i domeną o strukturze zbliż­
onej do nukleaz. Domena katali tyczna NPP 1 zawiera 
Thr256 u człowieka i Thr238 u myszy, która pełni 
k luczową rolę w mechanizmie katali tycznym NPP 
[13-16]. W sąsiedztwie tej strategicznej treoniny 
znajduje się sześć aminokwasów:  Asp376, His380, 
Asp218, Asp423, His424, His535 (u człowieka) [3] 
oraz: Asp358,  His362, His517, His406, His405,
Asp200 (u myszy) [16], które koordynują wiązanie 
dwóch jonó w metali dwuwartościowych niezbęd­
nych w procesie katalizy. Ponadto,  NPP1 i 3 zawie­
rają w domenie katalitycznej motyw 
Gly-X-Gly-X-X-Gly (X-oznacza dowolną resztę 
aminokwasową),  odpowiedzialny za wiązanie dinu- 
kleotydów [3, 20].

W porównaniu z ludzkimi NPP 1-3 (863-925 aa), 
ludzkie NPP4 i 5 są mniejsze; zawierają,  odpowied­
nio, 453 i 477 aminokwasów.  Prawdopodobnie jest  to 
spowodowane brakiem C-terminalnej domeny oraz 
domeny wykazującej podobieńs two strukturalne do 
somatomedyny B. Ponadto, C-końce łańcuchów po- 
l ipeptydowych NPP4 i 5 są skrócone o 250 amino­
kwasów w stosunku do C-końca łańcuchów polipep- 
tydowych NPP1-3 [16].

W tym miejscu należy podkreślić fakt, iż oprócz 
białka NPP1 związanego z błoną komórkową ziden­
tyfikowano również jego formę rozpuszczalną [5], 
Zarówno forma rozpuszczalna jak  i błonowa mają ta­
kie same właściwości enzymatyczne oraz takie same 
miejsca glikozylacji  [21], Ustalono,  że rozpuszczal ­
na forma NPP1 o masie cząsteczkowej ~100kDa nie 
zawiera fragmentu bogatego w reszty cysteiny [4, 5] 
odpowiedzialnego za tworzenie wiązań dwusiarcz­
kowych. Najprawdopodobniej  rozpuszczalna forma 
PC-1 powstaje w wyniku proteolizy formy trans- 
membranowej  pomiędzy Pro 152 i Ala 153 [5], nie zaś 
w wyniku alternatywnego splicingu mRNA. Sugeru­
je się, że proteoliza zachodzi wewnątrz aparatu Gol- 
giego, ponieważ stamtąd białko bardzo szybko może 
być wydzielane na zewnątrz [5],
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III. Specyficzność substratowa białek NPP

NPP mają  znacznie szerszą specyficzność substra­
tową niż wewnątrzkomórkowe pirofosfatazy i fosfo- 
diesterazy. Hydrol izują wiązania fosfodiestrowe i pi- 
rofosforanowe w nukleotydach, deoksyrybonukle- 
otydach i ich pochodnych (Ryc. 1), uwalniając

otydów/fosfodiesterazy typu I. Stwierdzono, że gli- 
kozoaminogl ikany jak  np. heparyna czy siarczan he- 
paranu (obecne w przestrzeni zewnątrzkomórkowej) 
wiążą się z P C - 1 w obecności jego substratu, co pro­
wadzi do zahamowania aktywności fosfodiesterazy 
typu I [21]. Inhibitorami białek NPP są również 
EDTA, DTT [23], 2-merkaptoetanol  [3] oraz imida-

A p 3A

FAD

U DP-galaktoza

p-nitrofenylo-TM P

Ryc. 1. Przykładowe substraty dla NPP [3, 6],

5 ’-monofosforany nukleozydów oraz pirofosforan 
lub fosforan [3]. NPP są również zdolne do hydrolizy 
wiązań fosfodiestrowych od 3 ’-końca w cząstecz­
kach RNA lub jednoniciowego DNA [5, 6] oraz 
wiązań siarkowo-fosforanowych w cząsteczce 3 ’-fo- 
s foadenozyno 5 ’-fosfosiarczanu [3]. Wyniki najnow­
szych badań wskazują,  że NPP2 (bardziej znane jako 
autotaksyna) ma nie tylko aktywność fosfodiestera­
zy, ale także l izofosfolipazy D, która degraduje 
l izofosfatydylocholinę z utworzeniem kwasu lizo- 
fosfatydowego [22], Niezależnie od badań nad okre­
śleniem specyficzności substratowej NPP prowadzo­
no poszukiwania inhibitorów pirofosfatazy nukle-

zol, który działa jako inhibitor niekompetycyjny 
[24], Sugeruje się, że imidazol specyficznie hamuje 
drugi etap hydrolizy substratu katalizowanej przez 
NPP (25). Prawdopodobnie działa on jako analog hi- 
stydyny, który chelatuje kation metalu dwuwarto- 
ściowego oznaczonego jako Mel  (Ryc. 3).

IV. Aktywność enzymatyczna

PC-1 (NPP1) zidentyfikowano jako enzym o ak­
tywności fosfodiesterazy i pirofosfatazy [26] dopie­
ro w 6 lat po określeniu jego sekwencji  aminokwaso- 
wej. Antygenowi  PC-1 przypisuje się także aktyw­
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ność kinazy treoninowej,  choć fakt ten nadal wzbu­
dza wśród naukowców wiele kontrowersji.  Ekspery­
menty wykazały,  iż PC-1 jes t  kinazą t reoninową 
zdolną zarówno do autofosforylacji ,  jak  i do fosfory­
lacji innych białek (histon H2A) [23]. B e 11 i i wsp. 
[15] uważają jednak,  że brak jes t dostatecznych do-

tywności NPP,  należy zwrócić uwagę na sposób 
wiązania niektórych związków (np. ATP),  będących 
substratem zarówno dla fosfatazy, jak  też dla piro- 
fosfatazy nukleotydów/fosfodiesterazy typu I 
(Ryc. 2). W obydwu tych przypadkach grupa fosfora­
nowa jest  kowalencyjnie związana z treoniną cen-

aktywność aktywność pirofosfatazy nukleotydów /
fosfatazy fosfodiesterazy typu I

A T P

T h r256-0-P y T h r256-0-P a-adenozyna

Ryc. 2. Schemat ilustrujący pierwszy etap hydrolizy NTP przez NPP. Atak nukleofila (Thr256) na atom fosforu a  cząsteczki NTP prowadzi do utwo­
rzenia produktu pośredniego Thr256-0-Pa-nukleozyd (aktywność pirofosfatazy nukleotydów/fosfodiesterazy typu I), podczas gdy atak 
Thr256 na atom fosforu y cząsteczki NTP prowadzi do powstania fosforylowanej treoniny jako produktu pośredniego (aktywność fosfatazy).

wodów na potwierdzenie tezy, jakoby PC-1 miało 
być klasyczną kinazą treoninową. Ich zdaniem za­
wierający ufosforylowaną treoninę enzym jest  tylko 
produktem pośrednim w reakcji hydrolizy ATP. 
Analogicznie,  dla NPP2 również został zapropono­
wany mechanizm reakcji,  podczas której tworzy się 
ufosforylowany produkt  pośredni [20], Wykazano,  
że autofosforylacja ma miejsce przy submikromolo- 
wych stężeniach ATP, a dodanie nukleotydów adeni- 
nowych do ufosforylowanego białka powoduje jego 
natychmias tową defosforyłację.  Powyższa zale­
żność sugerowałaby,  iż fosforylacja treoniny służy 
zahamowaniu aktywności  pi rofosfatazowej w m o ­
mencie gwałtownego spadku stężenia zewnątrzko- 
mórkowego ATP [13, 23]. Najnowsze wyniki badań 
wskazują na to, iż fosforylacja treoniny nie zachodzi 
podczas reakcji katal izowanych przez klasyczne ki­
nazy czy ATP-azy.  Sugeruje się istnienie aktywności 
fosfatazowej PC-1, a fosforylowany enzym miałby 
być tutaj kowalencyjnym produktem pośrednim re­
akcji [16]. Według podobnego mechanizmu działa 
także alkaliczna fosfataza, co może przemawiać na 
korzyść powyższej hipotezy [27].

Aktywność pirofosfataz/fosfodiesteraz NPP oraz 
ich aktywność fosfatazowa związane są z tym sa­
mym centrum katali tycznym, w którym główną rolę 
pełni Thr256 [16]. Biorąc pod uwagę powyższe ak-

trum katalitycznego. Należy jednak podkreślić,  iż w 
zależności od tego czy jest  to fosfor a  czy fosfor y 
substratu powstaje,  odpowiednio,  produkt pośredni,  
w którym treonina Thr256 jes t kowalencyjnie 
związana z AMP (Thr256-0-Poc-nukleozyd) lub z 
fosforanem y (Thr256-0-Py)  [3]. Innymi słowy, pro­
dukt pośredni Thr2 56 -0 -Pa-nuk leoz yd powstaje w 
reakcji katalizowanej przez pirofosfatazę nukleoty- 
dów/fosfodiesterazę typu I (atak na fosfor a) ,  nato­
miast produkt pośredni Thr256-0 -Py  jest  charakte­
rystyczny dla reakcji fosfatazy i jest  konsekwencją 
ataku cząsteczki nukleofila (czyli grupy hydroksylo­
wej Thr256) na fosfor y nukleotydu (np. ATP).

Wcześniejsze hipotezy, jakoby PC-1 było kla­
syczną kinazą i miało możl iwość fosforylacji  histonu 
H2A [23] mogły wynikać z faktu, iż NPP preferują w 
drugim etapie reakcji jako akceptor grupy fosforano­
wej raczej inne białko aniżeli wodę. Analogiczna sy­
tuacja ma miejsce w przypadku reakcji hydrolizy ka­
talizowanej przez pirofosfatazę nukleotydów/fosfo- 
diesterazę typu I. Nukleotyd (inaczej: Pa-nukleo- 
zyd) związany z Thr256 w pierwszym etapie reakcji, 
w drugim etapie jest  przekazywany na alkohol (jeżeli 
jest  on obecny w środowisku reakcji),  który wykazu­
je większe powinowactwo do nukleotydu niż woda 
[28].
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V. Mechanizm działania

Mechanizm działania NPP został zaproponowany 
na podstawie podobieństw, jakie wykazują one w bu­
dowie centrum katali tycznego do alkalicznej fosfata­
zy, arylosulfatazy i mutazy fosfoglicerynianowej 
(Ryc. 3) [16]. Reakcje katalizowane przez NPP są

przypadku zastosowania P-chiralnych analogów tio- 
fosforanów przejawia się inwersją konfiguracji  na 
atomie fosforu. Ponieważ każdej z tych dwóch reak­
cji towarzyszy inwersja,  ostatecznym wynikiem ste­
reochemicznym procesu katal izowanego przez NPP 
jest  retencja konfiguracji  na atomie fosforu [29].

W pierwszym etapie reakcji jon  metalu oznaczony

Ryc. 3. Proponowany mechanizm reakcji dla NPP [15]. Hydroliza wiązań fosfodiestrowych katalizowana przez NPP przebiega z udziałem dwóch ka­
tionów dwuwartościowcgo metalu (M ci i Mc2). Pod nieobecność substratu, Mci tworzy wiązania koordynacyjne z Asp376, His380, His535 
podczas gdy Me2 jest koordynacyjnie związany z Asp218, His424, Asp423 oraz atomem tlenu grupy hydroksylowej Thr256. W pierwszym 
etapie katalizy Me2 aktywuje grupą hydroksylową Thr256, która staje sią silnym nuklcofilcm i atakuje atom fosforu substratu (R-O-NMP) od 
strony przeciwnej do grupy odchodzącej (RO). Konsekwencjąnukleofdowego ataku grupy hydroksylowej Thr256 na atom fosforu R-O-NMP 
jest utworzenie produktu pośredniego enzym-substrat (E-NMP), w którym NMP jest kowalencyjnie związany z enzymem, uwolnienie RO i 
inwersja konfiguracji na atomie fosforu. W drugim etapie katalizy zaktywowana przez M ci cząsteczka wody atakuje atom fosforu kompleksu 
E-NMP czemu towarzyszy rozerwanie wiązania pomiędzy atomem fosforu NMP i atomem tlenu Thr256, inwersja konfiguracji na atomie fos­
foru oraz utworzenie kompleksu E'NMP, w którym NMP jest niekowalencyjnie związany z NPP. Następuje uwolnienie NMP, co prowadzi do 
regeneracji enzymu. R oznacza określony fragment strukturalny substratu, np. AMP w AP;A, grupę fosforanową w ADP, PPi w ATP.

dwuetapowe i wymagają  obecności dwóch kationów 
metalu dwuwartościowego Mel  i Me2, które sąkoor- 
dynacyjnie związane przez aminokwasy zlokal izo­
wane w pobliżu centrum katali tycznego (Asp376, 
His380, Asp218, Asp423,  His424, His535). W 
pierwszym etapie ma miejsce nukleofi lowy atak gru­
py hydroksylowej Thr256 na atom fosforu wiązania 
fosfodiestrowego lub pi rofosforanowego,  natomiast  
w drugim atak innego nukleofila (np. cząsteczki 
wody) na atom fosforu produktu pośredniego,  co w

jako Me2 związany przez Asp423,  His424 i Asp218, 
aktywuje grupę hydroksylową Thr256, która staje się 
silnym nukleofilem. Dokonuje ona ataku na atom 
fosforu substratu (R-O-NMP) od strony przeciwnej 
do grupy odchodzącej (RO). Prowadzi to do utwo­
rzenia kowalencyjnego produktu pośredniego en­
zym-substrat  (E-NMP).

Nukleof ilem dokonującym ataku w drugim etapie 
reakcji jes t cząsteczka wody (prawdopodobnie może 
to być także cząsteczka alkoholu lub innego białka
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[23, 28]), którą aktywuje drugi z kat ionów M e l ,  ko­
ordynacyjnie związany przez His535, His380 i 
Asp376. Drugi atak na atom fosforu produktu po ­
średniego enzym-nukleotyd prowadzi  do uwolnienia 
5 ’-NMP i odtworzenia białka z wolną  treoniną w 
centrum katali tycznym [16]. Proponowany powyżej 
mechanizm reakcji ma swoje uzasadnienie w poniż­
szych faktach:

1. NPP są metaloenzymami - ich aktywność 
hamowana jest przez związki chelatujące, a może 
być przywrócona przez dodanie kat ionów M g2+, 
Mn2+, Ca2+, Zn 2+ [12, 16, 26].

2. Treonina 256 centrum katalitycznego
uczestniczy w tworzeniu kowalencyjnego produktu 
pośredniego enzym-substrat  [13, 20].

3. Mutacja Thr256 lub któregokolwiek z 6
aminokwasów zaangażowanych w wiązanie jonów 
metali M el  i Me2 prowadzi  do zahamowania aktyw­
ności enzymatycznej NPP [16].

4. Mutacja reszt aminokwasowych bio­
rących udział w pierwszym etapie reakcji uniemożl i­
wia tworzenie produktu pośredniego sub-
strat-białko,  natomiast  mutacje reszt aminokwaso­
wych zaangażowanych w etap drugi nie mają 
wpływu na utworzenie produktu pośredniego [3].

VI. Znaczenie biologiczne

NPP zaangażowane są w regulację wielu proce­
sów zewnątrzkomórkowych.  Do najważniejszych z 
nich należą: udział w transdukcji  sygnałów komór­
kowych, przemiany zewnątrzkomórkowych nuklc- 
otydów, proces mineralizacji  kości, udział w meta- 
stazie i angiogenezie, udział  w powstawaniu oporno­
ści na insulinę.

VI-1. Udział w przesyłaniu sygnału do wnętrza 
komórek

Zewnątrzkomórkowe nukleotydy (zwłaszcza 
ATP) oraz produkty ich degradacji (głównie adeno­
zyna), biorą udział w przekazywaniu sygnału do ko­
mórek poprzez receptory purynergiczne P 1 i P2 [30]. 
Receptory te są obecne na powierzchni wielu typów 
komórek oraz w różnego rodzaju tkankach [31]. Sy­
gnał przekazywany przez receptory purynergiczne 
wywołuje m.in. skurcz mięśni gładkich, odpowiedź 
immunologiczną oraz agregację płytek krwi [32], 
Receptory PI (dla których natura lnym agonistą jest 
adenozyna) podzielono na kilka podtypów: A iA, A 1B, 
A 2a, A 2B, A 3 [33]. Podstawą takiego podziału był typ 
białka G, z którym dany receptor jes t związany. Re­
ceptory A, oraz A 3 występują w połączeniu z

białkami Gj, które odpowiedzia lne są za hamowanie 
cyklazy adenylanowej oraz aktywację fosfolipaz C i 
A 2. Receptory purynergiczne typu A 2 przekazują n a ­
tomiast sygnał poprzez białka G s, które aktywują cy- 
klazę adenylanową.

Agonistami receptorów purynergicznych P2 są di- 
i trifosforany adenozyny lub urydyny (ATP, ADP, 
UTP lub UDP). Receptory P2 podzielono na dwie 
główne klasy: P2X oraz P2Y. Receptory P2X
działają jako kanały jono we w błonie komórkowej  
(tzw. receptory jonotropowe) ,  natomiast  receptory 
P2Y (tzw. receptory metabotropowe)  są sprzężone z 
różnymi białkami G. Receptory P2Y1, P2Y2, P2Y4 
oraz P2Y6 są sprzężone z białkiem Gq i aktywują 
fosfolipazę C, receptory P2Y12,  P2Y13 oraz P2Y14 
hamują aktywność cyklazy adenylanowej za pośred­
nictwem białka Gi, natomiast  receptor P 2 Y 1 1 może 
działać za pośrednictwem zarówno białka Gq jak  i 
białka Gs, aktywując fosfol ipazę C lub cyklazę ade­
nylanową [34].

Liczne ekto-enzymy obecne na powierzchni  błony 
komórkowej  (w tym również NPP) katal izują kolejne 
etapy degradacji t r i fosforanów nukleozydów (głów­
nie ATP i UTP) do di- i monofosforanów nukleozy­
dów (ADP, UDP, AM P i UMP) i ostatecznie do sa­
mych nukleozydów (adenozyny i urydyny) [35]. W 
ten sposób ekto-enzymy regulują stężenie nukleoty­
dów i nukleozydów zewnątrzkomórkowych,  które są 
agonistami receptorów PI albo P2, a więc pośrednio 
sterują one t ransdukcją sygnałów komórkowych za 
pośrednictwem nukleotydów lub nukleozydów.

VI-2. Przemiany nukleotydów zewnątrz­
komórkowych

Aktywnie dzielące się komórki,  np. komórki 
układu immunologicznego wymagają  dużych ilości 
puryn i pi rymidyn do syntezy kwasów nukleino­
wych, ATP, N A D +, FAD. Nukleotydy są syntetyzo­
wane ele novo , ale mog ą być również uwalniane z 
uszkodzonych komórek.  W pierwszym etapie uwol­
nione z uszkodzonej komórki  nukleotydy prze­
kształcane są do di- lub monofosforanów nukleozy­
dów, które następnie u legają defosforylacji  katalizo­
wanej przez 5 ’-nukleotydazę,  z utworzeniem nukle­
ozydów. Te ostatnie dzięki specyficznym białkowym 
t ransporterom trafiają do prawidłowo funkcjo­
nujących komórek [36]. Niezależnie od tej drogi, nu- 
kleozydy mogą podlegać dalszym przemianom kata­
lizowanym przez ekto-enzymy lub rozpuszczalne 
formy enzymów obecne na zewnątrz komórek,  np. 
adenozyna może podlegać konwersji  do inozyny, a 
następnie do hipoksantyny [35]. NPP s tanowią istot­
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ny element  tej kaskady enzymatycznej  i odpowiadają 
za bezpośrednią konwersją trifosforanów (np. ATP) 
do monofosforanów nukleozydów (np. AMP). W 
limfocytach T NPP 1 stanowi część kaskady enzyma­
tycznej, umożliwiającej  powtórne wykorzystywanie 
nukleozydów przez komórkę.  Pod wpływem 
związków zwiększających stężenie wewnątrzkomór­
kowego cAMP lub aktywujących kinazę b iałkową C, 
NPP1 ulega wzmożonej  ekspresji,  podobnie jak  
białko CD38 oraz 5 ’-nukleotydaza.  Białko CD38 jest  
antygenem powierzchniowym limfocytów T i B. 
Ulega ono nadekspresji  w początkowym i końco­
wym stadium różnicowania l imfocytów, natomiast  
jego poziom jest  niski w l imfocytach krążących w 
układzie krwionośnym [37]. Białko CD38 jest  rów­
nież ektoenzymem zdolnym do hydrolizy NAD do 
nikotynamidu i ADP-rybozy [38], Enzym o aktyw­
ności 5 ’-ektonukleotydazy generuje powstanie ade­
nozyny i ortofosforanu z AMP. Skoordynowana re­
gulacja ekspresji tych enzymów umożl iwia ponowne 
wykorzystanie przez limfocyty adenozyny i nikoty­
namidu, powstających w wyniku degradacji nukle­
otydów uwalnianych z uszkodzonych komórek.  Za­
pewne wynika to z funkcji l imfocytów, które często 
gromadzą się w miejscach o podwyższonym 
współczynniku uszkodzeń i śmiertelności komórek 
[39].

Wysoki poziom metabol izmu nukleotydów jest  ta­
kże charakterystyczny dla wątroby, która wydziela 
nukłeotydy do krwi i żółci. W układzie krwionośnym 
są one pobierane przez erytrocyty, które nie są w sta­
nie wyprodukować wystarczających ilości tych 
związków de novo [40], Nukłeotydy wydzielane do 
żółci ulegają hydrolizie do nukleozydów w reakcjach 
katalizowanych przez ektoenzymy obecne na po­
wierzchni sekrecyjnej błony hcpatocytu (NPP3 i 
5 ’-nukleotydaza) [36]. Transport  nukleozydów przez 
błonę komórkową do wnętrza hcpatocytu odbywa się 
poprzez białkowe transportery nukleozydów.

Dla wielu typów komórek,  włącznie z hepatocyta- 
mi i komórkami układu odpornościowego,  ATP jest  
toksyczny i powoduje apoptozę [36], Degradacja 
zewnątrzkomórkowego ATP przez NPP może więc 
świadczyć o ich udziale w ochronie komórek przed 
toksycznym działaniem tego związku [3, 20].

VI-3. Proces mineralizacji kości

Geny kodujące NPP 1-3 ulegają ekspresji  w chon- 
drocytach i osteoblastach [4, 41], przy czym poziom 
NPP 1 w chondrocytach jest  regulowany przez TGF[3 
i IL - ip  (pierwsze z białek aktywuje ekspresją PC-1, 
natomiast  drugie j ą  hamuje) [42], Różna lokalizacja

NPP 1-3 w chondrocytach i osteoblastach warunkuje 
różne funkcje tych białek w procesie mineralizacji 
kości [43], Dotychczas stosunkowo dobrze poznano 
udział NPP 1 w inicjacji procesu wapnienia kości. W 
warunkach fizjologicznych PC-1 degraduje 
zewnątrzkomórkowe 5 ’-trifosforany nukleozydów 
do 5 ’-fosforanów nukleozydów i pirofosforanu. 
Uwolniony PPi jest  hydrol izowany do ortofosforanu 
przez niespecyficzną tkankowo alkaliczną fosfatazę 
(ang. tissue-nonspecific alkaline phosphatase, 
TNAP) —  izoenzym ludzkiej alkalicznej fosfatazy 
(EC 3.1.3.1) [44, 45]. W dalszym etapie produkt hy­
drolizy —  ortofosforan wraz z jonami  wapnia tworzą 
kryształy hydroksyapatytu.

Na podstawie dotychczasowych badań można 
stwierdzić, że podstawowym warunkiem pra­
widłowego przebiegu mineralizacji  kości jest  zacho­
wanie równowagi  pomiędzy stężeniem zewnątrzko­
mórkowego pirofosforanu i ortofosforanu. Narusze­
nie tej równowagi  może w wielu przypadkach dopro­
wadzić do stanów chorobowych.  Przykładowo, w 
warunkach podwyższonego poziomu PPi w prze­
strzeni zewnątrzkomórkowej  tworzą się kryształy di- 
hydratu pirofosforanu wapnia (ang. calcium py- 
rophosphate dihydrate, CPPD),  których obecność 
przyczynia się do wapnienia chrząstki [43].

VI-4. Udział w metastazie i angiogenezie

NPP2 (autotaksyna) jako czynnik stymulujący 
ruch komórek jest  zaangażowana w proces metasta- 
zy, czyli tworzenia przerzutów nowotworowych 
[46]. Zwiększa także potencjalną możliwość meta- 
stazy komórek zawierających onkogen ras [47]. 
Prawdopodobnie NPP2 przekazuje sygnał wiążąc się 
z receptorami integrynowymi poprzez motyw Arg- 
Gly-Asp, zlokal izowany w drugiej domenie somato- 
medyno-podobnej  [3]. Receptory te związane są z 
białkami G, ponieważ stymulacja ruchu komórek 
przez NPP2 może być hamowana przez toksyny 
krztuśca i cholery [7]. Autotaksyna jest  również 
czynnikiem wzmagającym proces angiogenezy, czy­
li tworzenia nowych naczyń krwionośnych, co w 
przypadku nowotworów sprzyja metastazie [48], 
Najnowsze badania wskazują,  że rozpuszczalna for­
ma autotaksyny obecna w surowicy ludzkiej wyka­
zuje aktywność l izofosfolipazy D i degraduje lizo- 
fosfatydylocholinę z utworzeniem kwasu lizofosfa- 
tydowego. Istnieją przypuszczenia,  że udział auto­
taksyny w procesie metastazy jes t raczej konsekwen- 
cjąje j  aktywności l izofosfolipazy D niż fosfodieste- 
razy/pirofosfatazy. Warto w tym miejscu podkreślić,  
że stężenie l izofosfatydylocholiny w osoczu wynosi
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200 |iM, podczas gdy stężenie ATP ut rzymuje się na 
poziomie około 1.0 pM.  Można więc sądzić, iż po­
wstający kwas l izofosfatydowy stymuluje specyficz­
ne receptory kwasu l izofosfatydowego Edg2 [22, 
43].

VI-5. Udział w mechanizmie oporności na insulinę

Oporność na insulinę, pomimo występowania 
podwyższonych stężeń tego hormonu,  występuje m. 
in. u osób otyłych lub chorych na cukrzycę typu II. 
Chorzy ci wykazują zmniejszoną liczbę receptorów 
insulinowych w komórkach docelowych dla tego 
hormonu, tj. w adypocytach,  hepatocytach i komór­
kach mięśni szkieletowych. W nielicznych przypad­
kach chorzy wytwarzają  również przeciwciała skie­
rowane przeciwko własnym receptorom insulino­
wym, co uniemożl iwia wiązanie się insuliny z 
właściwym receptorem. Nie są to oczywiście jedyne 
mechanizmy oporności  na insulinę, ale zapewne te 
najlepiej poznane.  Liczne dane wskazują  na udział 
NPP1 w oporności na insulinę poprzez oddziaływa­
nie z receptorem insul inowym [49-54].

Receptor insulinowy (IR) należy do dużej grupy 
receptorów o aktywności kinazy tyrozynowej.  Jest 
heterotetramerem zbudowanym z dwóch podjedno- 
stek a  odpowiedzia lnych za wiązanie ligandu, oraz 
dwóch podjednostek P wykazujących aktywność en­
zymatyczną.  Związanie insuliny powoduje aktywa­
cję jednej z dwóch podjednostek p, co prowadzi  do 
autofosforylacji  receptora. W pełni zaktywowany re­
ceptor insulinowy posiada kilka ufosforylowanych 
reszt tyrozynowych.  Fosfotyrozyna w pozycji  960 
podjednostki P tworzy motyw NPXpY, z którym 
wiąże się domena PTB (ang. phosphotyrosine bin- 
ding domain) białek IRS (ang. insulin receptor sub- 
stra te). Białka IRS stanowią grupę substratów dla 
zaktywowanego receptora insulinowego. Insulina, 
jak i inne czynniki wzrostu,  wykorzystuje fosforyla- 
cję i oddziaływanie białko-białko jako podstawowe 
procesy prowadzące do pobudzenia komórki.  Osta­
tecznym efektem pobudzenia komórki przez insulinę 
jest  m.in. transport glukozy, synteza glikogenu i 
białek, oraz inicjacja transkrypcji specyficznych ge­
nów [55].

NPP1 hamuje aktywność kinazową receptora in­
sulinowego wiążąc się z jego podjednostką a .  Za po­
wyższą h ipotezą przemawiają następujące fakty: 
NPP1 zostało wyizolowane z błony komórkowej  ra­
zem z receptorem insul inowym oraz NPP 1 nie wiąże 
się z receptorem insul inowym pozbawionym frag­
mentu łańcucha polipeptydowego podjednostki  a  
(485-599 aa) [49],

Badania in vitro wykazały,  że aktywność enzyma­
tyczna receptora insulinowego ulega zahamowaniu 
w komórkach wykazujących nadekspresję NPP1. 
Dodanie przeciwciał  monoklonalnych skierowanych 
przeciwko NPP1 powoduje zwiększenie aktywności 
enzymatycznej receptora insulinowego. Pojawia się 
więc możl iwość zastosowania przeciwciał  dla NPP1 
w leczeniu oporności na insulinę [49].

Aktywność fosfodiesterazowa NPP1 nie jest od­
powiedzialna za hamowanie aktywności enzyma­
tycznej IR, ponieważ nieaktywne enzymatycznie 
NPP1 nadal jes t zdolne do hamowania aktywności 
receptora [53]. Sugestie, jakoby NPP1 miało być nie­
specyficznym inhibitorem wszystkich kinaz białko­
wych, dzięki możl iwości  hydrolizy ich substratu -  
ATP [56], wydają  się więc być bezpodstawne.  Udział 
NPP I w etiologii cukrzycy typu II jest  jednak przez 
niektórych badaczy poddawany w wątpliwość. Ist­
nieją nieliczne doniesienia, że oporność na insulinę 
nie jes t skorelowana z nadekspres ją NPP1 [57].

Niezwykle ciekawie przedstawia się zależność 
pomiędzy opornością na insulinę a poziomem roz­
puszczalnej formy NPP1.  U osób wykazujących 
oporność na insulinę stwierdzono podwyższoną eks­
presję NPP1 w tkankach,  ale znacznie obniżony p o ­
ziom jego formy rozpuszczalnej w osoczu. Tłumaczy 
się to szybszą degradacją NPP1 w osoczu lub zaha­
mowaniem procesu proteolizy formy błonowej.  Po­
miar poziomu białka NPP1 w osoczu może więc sta­
nowić istotny czynnik diagnostyczny, pozwalający 
stwierdzić istnienie oporności na insulinę [52],

Wiadomo, iż oporność na insulinę ma również 
podłoże genetyczne,  jakkolwiek geny odpowiedzial ­
ne za ten proces są bardzo słabo poznane [58, 59]. W 
eksonie 4 genu białka NPP1 zidentyfikowano pol i­
morfizm (K173Q),  który wydaje się mieć związek z 
insulinoopornością.  Polimorfizm ten polega na 
transwersji  A->C w pozycji pierwszej kodonu 173, 
co fenotypowo przejawia się zastąpieniem lizyny (K) 
przez glutaminę (Q). U osób będących nosicielami 
genotypu QK stwierdzono obniżony poziom aktyw­
ności enzymatycznej receptora insulinowego w sto­
sunku do genotypu KK [60]. Również w innych eks­
perymentach potwierdzono, że białko posiadające w 
pozycji 173 glutaminę jes t znacznie si lniejszym inhi­
bitorem aktywności enzymatycznej  receptora insuli­
nowego niż powszechniej  występująca forma K I 73 
NPP1 [61],

Nadekspresja NPP1 może również mieć podłoże 
genetyczne i związana jes t z istnieniem w regionie 
3 'U T R  trzech pol imorfizmów: G2897A,  G2906C 
oraz C2948T. Na podstawie tych pol imorf izmów w y ­
różniono trzy haplotypy: A (2897G, 2906G,  2948C),
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P (2897A, 2906C, 2948T) oraz N (2897A, 2906G, 
2948T).

Region 3 'U T R  może regulować stabilność mRNA 
lub ewentualnie ekspresję genu. Zwiększona stabil­
ność mRNA jest  przyczyną występowania nadmier­
nych ilości NPP1 w tkankach,  a to z kolei prowadzi 
do zahamowania aktywności  receptora insulinowego 
i oporności organizmu na insulinę. Stwierdzono, że 
to haplotyp P jest  odpowiedzialny za nadekspresję 
NPP1 i insulinooporność [62].

VII. Uwagi końcowe

Od momentu  zidentyfikowania antygenu po ­
wierzchniowego jako PC-1 prowadzono intensywne 
badania nad budową i właściwościami  NPP. Zas toso­
wanie m.in. metod inżynierii genetycznej przyczy­
niło się do poznania ich pierwszorzędowej struktury, 
co w konsekwencj i doprowadzi ło do zaliczenia gli- 
koprotein NPP1-5 do jednej wspólnej rodziny piro- 
fosfataz/fosfodiesteraz ektonukleotydów. NPP 1-5 są 
obecne w większości tkanek. Ponadto, w niektórych 
komórkach (np. hepatocyty) występuje więcej niż j e ­
den rodzaj białek NPP (NPP1 i 3). Prawdopodobnie 
różna lokalizacja komórkowa NPP 1 i 3 bezpośrednio 
wpływa na ich specyfikę działania.

W s p ó ln ą c e c h ą N P P l - 3  jest  ich zdolność do kata­
lizowania hydrolizy wiązań fosfodiestrowych i siar- 
kowo-fosforanowych. W aspekcie tych taktów, za­
skoczeniem są wyniki uzyskane ostatnio przez T o ­
k u  m u r ę i wsp. [22] wskazujące,  iż NPP2 oprócz 
aktywności fosfodiesterazy posiada dodatkową ak­
tywność lizofosfolipazy D. NPP2 degraduje lizofos- 
fatydylocholinę z u tworzeniem kwasu lizofosfatydo- 
wego i choliny. Przypuszcza się, że powstający kwas 
l izofosfatydowy aktywuje Rho-GTPazy poprzez 
wiązanie się z receptorem błonowym kwasu lizofos- 
fatydowego, co w konsekwencj i prowadzi do pobu­
dzenia efektorów [43, 63] odpowiedzialnych za ruch 
komórki.  W związku z tym sugeruje się udział NPP2 
w procesie metastazy. To interesujące spostrzeżenie 
stało się punktem wyjścia do aktualnie prowadzo­
nych badań, których celem jes t uzyskanie odpowie­
dzi na następujące pytania: czy fosfatydylocholina 
jest  również substratem dla pozostałych NPP oraz 
czy poziom ekspresji NPP w komórkach nowotworo­
wych ulega zmianie w stosunku do poziomu ich eks­
presji w komórkach prawidłowych ?

Choć wiedza o NPP nadal nie jes t pełna, to jednak 
w miarę upływu czasu z pewnością zostanie dokład­
nie poznany mechanizm ich działania w procesach 
metastazy, angiogenezy czy oporności na insulinę.
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Wskazówki 
dla Autorów

W ydaw any przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne kwar­
talnik „Postępy Biochemii" publikuje prace przeglądowe oma­
wiające nowe osiągnięcia, koncepcje i kierunki badawcze w 
dziedzinie biochemii i nauk pokrewnych; publikuje też noty z hi­
storii biochemii, zasady polskiego słownictwa biochemicznego, 
recenzje nadesłanych książek oraz sprawozdania ze zjazdów, 
konferencji i szkół, w  których biorą udział członkowie Towarzy­
stwa.

Prace przeznaczone do publikacji w  „Postępach Biochemii" 
mogą mieć charakter artykułów monograficznych (do 20  stron 
tekstu licząc piśmiennictwo i tabele), minireviews (do 10 stron tek­
stu), oraz krótkich not o najnowszych osiągnięciach i poglądach 
(do 5 stron tekstu).

Autorzy artykułu odpow iadają za prawidłowość i ścisłość 
podawanych informacji oraz poprawność cytowanego piśmien­
nictwa. Ujęcie prac winno być syntetyczne, a przedstawione za­
gadnienia zilustrowane za pomocą tabel, rycin: wykresy, schema­
ty, reakcje, wzory i fotografie.

W skazany jest podzia ł artykułów monograficznych na roz­
działy i podrozdziały, których rzeczowe tytuły tworzą spis treści. 
Zgodnie z przyjętą konwencją rozdziały noszą cyfry rzymskie, 
podrozdziały odpowiednio rzymskie i arabskie, np. 1-1, 1-2. Po­
prawność logiczna i stylistyczna tekstu warunkuje jego jedno­
znaczność i czytelność. Autorzy przeto winni unikać składni ob­
cojęzycznej, gw ary laboratoryjnej, a także ograniczać stosowa­
nie doraźnie tworzonych skrótów, nawet jeśli bywają używane w 
pracach specjalistycznych. Każda z nadesłanych do Redakcji 
prac podlega ocenie specjalistów i opracowaniu redakcyjnemu. 
Redakcja zastrzega sobie możliwość skrócenia tekstu i wprowa­
dzenia zmian nie wpływających na treść pracy, deklaruje też go­
towość konsultowania tekstu z Autorami.

Przekazanie artykułu do redakcji jest równoznaczne z 
oświadczeniem, że nadesłana praca nie była i nie będzie publiko­
wana w innym czasopiśmie, jeżeli zostanie ogłoszona w  „Postę­
pach Biochemii". W  przypadku, gdy Autor(zy) zamierza(ją) 
w łączyć do swego artykułu ilustracje publikowane przez auto­
rów prac cytowanych, należy uzyskać i przekazać nam odpo­
wiednią zgodę na przedruk.

Redakcja prosi Autorów o przestrzeganie następujących 

wskazówek szczegółowych:

TEKST: prosimy o nadsyłanie dwóch egzemplarzy wydruku 
oraz dyskietki z tekstem zapisanym jako *.doc w  formacie IBM 
PC. W ydruk powinien być jednostronny z lewym marginesem 
około 4 cm, z zachowaniem podw ójnego odstępu między wier­
szami, z użyciem czcionki Arial CE 11 lub 12. W  przypadku sto­
sowania w tekście liter alfabetu greckiego prosimy o wpisanie 
ołówkiem na marginesie ich fonetycznego brzmienia.

Strona informacyjna jest nienumerowana, zawiera imiona i 
nazwisko (a) Autora (ów), nazwy, adresy, telefony, adresy e-mai! 
zakładów, w  których pracują Autorzy, adres do korespondencji,

tytuł artykułu w  języku polskim i angielskim oraz -  w  prawym dol­
nym rogu: liczbę tabel, rycin, w zorów  i fotografii oraz skrócony 
tytuł pracy, zamieszczany na okładce czasopisma (do 25 zna­
ków).

Strona 1 (tytułowa) zawiera imiona i nazwiska Autorów, 
tytuł pracy w  języku polskim i angielskim, rzeczowy spis treści też 
w  obu językach, tytuł naukowy każdego z Autorów i ich miejsce 
pracy z adresem pocztowym i adresem e-mail oraz wykaz stoso­
wanych skrótów w  porządku alfabetycznym.

Kolejno numerowane dalsze strony obejmują tekst pracy, piś­
miennictwo, tabele, podpisy i objaśnienia rycin, wzorów i fotogra­
fii.

PIŚMIENNICTWO: W ykaz piśmiennictwa obejmuje prace 
w  kolejności ich cytowania w  tekście, zaznacza się je liczbami 
porządkowymi ujętymi w  nawiasy kwadratowe, np. [3, 7, 9-26]. 
Odnośniki bibliograficzne powinny mieć nową, uproszczoną for­
mę. Sposób cytowania czasopism (1), monografii (2), roz­
działów z książek jednotomowych (3), rozdziałów z tomów serii 
opracowanych przez tych samych redaktorów (4), rozdziałów z 
tomów serii opracowanych przez różnych redaktorów (5) wska­
zują poniżej podane przykłady.

1. H i l d e b r a n d t G R ,  A r o n s o n  N N (  1980) Bio- 
chim Biophys Acta 631: 499-502

2. B o s t o c k  CJ,  S u m m e r  A  T ( 1978) The Eucary- 
otic Chromosome, Elsevier, North-Holland, Amsterdam

3. N o r b e r t h  T, P i s c a t o r  M (1979) W : F r i- 
b e r g  L, N o r d b e r g  G F  V o n  V B  (red) Handbook on the 
Toxicology o f Metals. Elsevier, North-Holland, Amsterdam, s. 
541-553

4. D e l e j  J, K e s t e r s  K (1975) W : FI o r k i  n M, 
S t o t z EH (red) Cmprehensive Biochemistry t 29B. Elsevier, 
North-Holland, Amsterdam, s. 1-7

5. F r a n k s  NP,  L i e b  W R  (1981) W : K n i g h t  C 
G (red) Research Monographs in Celi and Tissue Physlology, t. 7. 
Elsevier, North-Holland, Amsterdam, s. 243-272

ILUSTRACJE: ryciny powinny być zapisane na dyskietce 
jako: *.tif, lub *.cdr, lub *.psd, lub *.eps. Fotografie czarno-białe 
(kontrastowe) powinny być wykonane na papierze matowym. Ist­
nieje możliwość wykonania reprodukcji barwnych, ale ich koszty 
ponoszą Autorzy. Na rycinach nie należy umieszczać opisów 
słownych, lecz posługiwać się skrótami. Osie wykresów powinny 
być opatrzone napisem łatwo zrozumiałym. Decyzję o stopniu 
zmniejszenia ryciny podejmuje wydawca. Ilustracji nie należy 
włączać w  tekst maszynopisu, lecz odpowiednio ponumerować: 
ryciny noszą cyfry arabskiej, wzory zaś rzymskie. N a marginesie 
tekstu należy zaznaczyć ołówkiem preferowane miejsce umiesz­
czenia ryciny czy wzoru. Słowne objaśnienia znaków graficz­
nych można umieścić w  podpisie pod ryciną, rysunkowe zaś je­
dynie na planszy ryciny. Tytuły i objaśnienia rycin sporządza się 
w  postaci oddzielnego wykazu. W ydruki ilustracji należy na od­
wrocie podpisać imieniem i nazwiskiem pierwszego z Autorów i 
pierwszym słowem tytułu pracy oraz oznaczyć „góra-dół" (ołów­
kiem, na odwrocie). Ze względu na wewnętrzną spoistość arty­
kułu wskazane jest konstruowanie oryginalnych rycin i zbiorczych 
tabel na podstawie danych z piśmiennictwa.

W ydruk i załączniki (w dwu egzemplarzach) oraz dyskietkę, 
właściwie zabezpieczone przed uszkodzeniem w  czasie trans­
portu, prosimy przesłać na adres:

Redakcja kwartalnika „Postępy Biochemii"
Polskie Towarzystwo Biochemiczne
ul. Pasteura 3
02-093 W arszawa

http://rcin.org.pl



KOMUNIKAT ZARZĄDU GŁÓWNEGO  

POLSKIEGO TOW ARZYSTW A BIOCHEMICZNEGO

Dotyczący składek członkowskich i prenumeraty „Postępów Biochemii” w roku 2003

Składka członkowska w 2003 roku wynosi:
dla Członków rzeczywistych 80.- zł.
dla Członków s tudentów 40.- zł
w tym roczna prenumerata „Postępów Biochemii” .

Małżeństwa m ogą  opłacać składki w wysokości  80. + 40. = 120 zł.
C złonkow ie, którzy opłacą składkę członkow ską do 30 czerw ca 2003, m ają zapew nioną bezpłatną pre­

num eratę kw artaln ika Polskiego Towarzystwa*Biochem icznego „Postępy B iochem ii”. C złonkow ie, któ­
rzy opłacą składkę po tym term inie, będą m ogli otrzym yw ać kw artalnik  do czasu w yczerpania się zapa­
sów m agazynow ych.

Powyższe zmiany nie dotyczą Członków Honorowych Towarzystwa.
Natomiast  Członkowie-Emeryci  -  nadal zwolnieni z opłacania składki członkowskiej  -  p łacą za prenumera­

tę „Postępów Biochemii” 30.- zł.
Osoby niebędące członkami  Towarzystwa mogą być prenumeratorami  „Postępów Biochemii” . Koszt w 2003 

roku —  80 zł.
Biblioteki p łacą  za prenumeratę „Postępów Biochemii” w roku 2003 120.- zł.

Prosimy o wnoszenie opłat  bez wezwania na nasze konto w BPH PBK S.A. III Oddz. Warszawa nr 
11101053-411050000371.

Jolanta Barańska

Prezes Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

POLSKIE TOW ARZYSTW O BIOCHEMICZNE  

ZAPROSZENIE

Jeżeli chciałabyś/chciałbyś zapisać się na listę e-mailową Polskiego Towarzystwa Biochemicznego wyślij 
e-mail na adres: infoptbioch@nencki.gov.pl . W polu „subject „ umieść swoje nazwisko i imię (w takiej kolejno­
ści i bez polskich znaków diakrytycznych) oraz adres e-mailu. Wysyłając taki mail zgadzasz się na to, aby na 
Twój adres e-mailowy przychodzi ły informacje ZG, listy pojedynczych łub grup członków do ogółu członków, 
informacje z FEBS o zjazdach i kursach oraz materiały reklamowe.  Lista będzie rozsyłać materiały kontrolowa­
ne przez moderatora,  k tórym będzie Adam Szewczyk, sekretarz Zarządu Głównego Polskiego Towarzystwa 
Biochemicznego,  tak więc nie będzie Ci grozić zalew śmieciowej poczty i zawirusowanych „attachmentów” . 
Mam nadzieję,  że tą drogą poprawi  się stan poinformowania naszych członków o różnych wydarzeniach nauko­
wych, stypendiach,  kursach i wreszcie o aktywności poszczególnych oddziałów naszego Towarzystwa. Być 
może również „Listy do biochemików” redagowane przez p. Teresę Wesołowską będą obok wersji  drukowanej 
kolportowane przez naszą  listę. Zapraszam także do odwiedzenia strony ww w naszego Towarzystwa

Adam Szewczyk

Sekretarz Zarządu Głównego
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

http://rcin.org.pl

mailto:infoptbioch@nencki.gov.pl
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