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ARTYKUŁY
Białka rozpoznające i wiążące się z uszkodzonym DNA; 
udział w mechanizmach naprawy DNA i kancerogenezie 

Proteins recognising and binding damaged DNA; 
involvement in DNA repair and carcinogenesis

PIOTR WIDŁAK

Spis treści:

I. W stęp
II. Enzymy, których substratem  są zm odyfikow ane zasady  

DNA
III. Rozpoznanie uszkodzeń w m echanizm ie naprawy przez 

wycinanie nukleotydów
IV. Białka rozpoznające pęknięcia nici DNA
V. Białka chrom atyny mające pow inow actwo do uszko­

dzonego DNA
VI. Czynniki transkrypcyjne mające powinowactwo do 

uszkodzonego DNA
VII.Rola białek rozpoznających uszkodzony DNA w pro­

cesach nowotworzenia

W ykaz stosowanych skrótów: AAAF —  N -acetoksy-acetyla- 
minofluoren; BER —  naprawa przez wycięcie zasady (ang. b a se  

e x c is io n  repair)-, BPDE —  diolepoksyd benzo(a)pirenu; 
m -D D P  —  c/s-dw uchlorodw uam ino-platyna; CPD —  cyklobu- 
tanowy dim er pirymidynowy; DNA-PK —  kinaza białkowa za­
leżna od DNA; DSB —  dw uniciow e pęknięcie DNA (ang. do -  

u b le -s tra n d  break)-, HMG —  ang. h igh  m o b il i ty  group-, N ER —  

naprawa przez wycięcie nukleotydu (ang. n u c le o tid e  ex c is io n  

repair)-, NHEJ —  napraw a przez rekom binację niehomolo- 
giczną (ang. n o n h o m o lo g o u s end-jo in in g)-, PARP —  polimeraza 
poli(ADP)rybozy; 6-4PP, 6-4 fotoprodukt; SSB — jednonicio- 
we pęknięcie DNA (ang. s in g le - s tr a n d  break)-, XP —  zespół 
skóry pergaminowej (ang. x e ro d e rm a  p igm en to su m )-, XRCC —  
grupa kom plem entacyjna napraw y uszkodzeń poprom iennych 
(ang. X -ra y  r e p a ir  c r o ss  c o m p le m e n ta tio n ).

*Dr, Zakład Radiobiologii Doświadczalnej i Klinicznej, 
Centrum Onkologii, O ddział w Gliwicach; W ybrzeże Armii 
Krajowej 15, 44-100 Gliwice.
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I, Wstęp

Szereg fizycznych i chemicznych czynników śro­
dowiskowych może modyfikować strukturę che­
miczną materiału genetycznego. Czynnikami takimi 
są promieniowanie elektromagnetyczne (UV i p ro­
mieniowanie jonizujące) i związki chemiczne po­
chodzące ze środowiska „zewnętrznego” lub będące 
produktami metabolizmu. Efektem działania tych 
czynników są pęknięcia fosfodwuestrowego łańcu­
cha kwasów nukleinowych lub chemiczne m odyfika­
cje czterech podstawowych zasad, głównie ich oksy­
dacja lub alkilacja (czy arylacja). Takie modyfikacje 
struktury DNA nazywamy jego uszkodzeniami. W 
komórkach wszystkich organizmów wykryto obec­
ność białek swoiście oddziałujących z uszkodzonym 
DNA. M ają one wyższe (często o kilka rzędów w iel­
kości) powinowactwo do DNA zawierającego uszko­
dzenia niż do nieuszkodzonego DNA o takiej samej 
sekwencji. W terminologii angielskojęzycznej 
białka te nazywane sąD am agedD N A -B ind ingP ro te-
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in (D D B -protein) lub D am age Recognition Protein. 
Część tych białek rozpoznaje zaburzenia struktury 
DNA związane z obecnością uszkodzenia (odcinki 
jednoniciowe, nietypowa geometria), inne m ają po­
winowactwo do struktury chemicznej samego uszko­
dzenia. Wiadomo, że część białek rozpoznających 
uszkodzony DNA związana jes t  z mechanizmami na­
prawy DNA i warunkuje przebieg pierwszego etapu 
naprawy -  detekcję uszkodzenia. Inne białka z tej

Tabela 1

wiane są szerzej białka rozpoznające błędnie sparo­
wane nukleotydy (np. związane z mechanizmem m i­
sm atch repair). W związku z rozległą literaturą 
przedmiotu autor stara się cytować jedynie nowsze 
prace oryginalne, a tam gdzie było to możliwe odsyła 
do innych prac przeglądowych. Opisywane białka 
zostały w sposób sumaryczny przedstawione w dwu 
tabelach. Tabela 1 zawiera białka biorące udział w 
naprawie DNA, a Tabela 2 -  białka, które nie są bez-

Ludzkie białka naprawcze rozpoznające uszkodzony DNA.

Biaiko (lub kompleks) Funkcja Rodzaj naprawy Rozpoznawane uszkodzenie

MGMT Metylotransferaza Naprawa bezpośrednia 0 6-metyloguanina

UDG Glikozylaza BER Uracyl

MPG Glikozylaza BER

N 3-metylopuryny

N 7-metylopuryny

Hipoksantyna

hOGGl Glikozylaza BER
8-oksoguanina

Formamidopirymidyna

hNTHl Glikozylaza BER Glikol tyminy

APE AP-endonukleaza BER Miejsca AP

PARP
Polimeraza
poli(ADP)rybozy

BER SSB, DSB

XPA -  RPA Rozpoznanie uszkodzenia NER
CPD, 6-4PP; 

Addukty: cis-DDP

XPC -  HR23B Rozpoznanie uszkodzenia NER
CPD, 6-4PP;
addukty: c/s-D D P i AAAF

U V-DDB (XPE) Rozpoznanie uszkodzenia NER 6-4PP

RAD50 -  MRE1 Egzonukleaza
NHEJ, rekombinacja 
homologiczna

SSB, DSB

RAD52 Składnik rekombinosomu
Rekombinacja
homologiczna

SSB, DSB

Ku70 -  Ku86 Podjednostka DNA-PK NHEJ DSB

MSH2 -  MSH6 

MSH2 -  MSH3
Rozpoznanie uszkodzenia Mismatch repair Źle sparowane zasady i pętle DNA

grupy zostały zidentyfikowane jako białka chroma- 
tyny lub czynniki transkrypcyjne, których powino­
wactwo do DNA ulega zmianie (często drastycznie) 
w obecności uszkodzeń. Aktywność białek 
wiążących się z uszkodzeniami decyduje o przebiegu 
procesów naprawy DNA i ma istotne znaczenie dla 
wrażliwości (czy oporności) komórki na działanie 
czynników mutagennych i kancerogennych.

Niniejszy przegląd dotyczy głównie tych białek 
wiążących się z uszkodzonym DNA, które zostały 
wykryte w komórkach ludzkich. W pracy nie oma-

pośrednio związane z mechanizmami naprawy DNA.

II. Enzymy, których substratem 
są zmodyfikowane zasady DNA

Szereg białek naprawczych mających powino­
wactwo do chemicznie zmodyfikowanego DNA w y­
kazuje aktywność enzymatyczną. Białka takie mają 
powinowactwo do jednego typu uszkodzenia, ew en­
tualnie do niewielkiej grupy związków o bardzo 
zbliżonej strukturze. W przypadku takich białek roz­
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poznanie uszkodzenia DNA, którym zwykle jest 
zmodyfikowana zasada, polega na typowym od­
działywaniu enzymu z substratem. Umieszczenie 
zmodyfikowanej zasady w centrum katalitycznym 
białka poprzedzone jes t jej „wyciągnięciem” poza 
helisę DNA (mechanizm ang. flip -o u t). Białka o po ­
wyższym charakterze związane są z mechanizmami 
naprawy bezpośredniej lub naprawy przez wycięcie 
zasady (BER, ang. Base Excision Repair).

Tabela 2

cięciu a następnie uzupełnieniu. W usunięciu zm ody­
fikowanych zasad, czyli pierwszym etapie naprawy, 
biorą udział swoiste glikozylazy DNA. Katalizują 
one hydrolizę wiązania N-glikozydowego pomiędzy 
deoksyrybozą a puryną lub pirymidyną [3]. Różne 
modyfikacje zasad rozpoznawane są przez swoiste 
glikozylazy. W komórkach ludzkich wykryto gliko­
zylazy DNA rozpoznające następujące modyfikacje 
zasad: metylopuryny (N3-metyloadeninę, N 7 i N 3-

Nie związane z naprawą białka rozpoznające uszkodzony DNA.

Białko Funkcja Powinowactwo do uszkodzenia

HMG 1 

HMG 2

Główne niehistonowe białka chromatyny 

(sw oiste dla chromatyny aktywnej)
Addukty: m -D D P , BPDE, AAAF; CPD, 6-4PP

SSRP1 Białko z rodziny „HM G-box” Addukty: cA-DDP

histon HI
Histon wiążący się z DNA łącznikowym  

(sw oisty dla chromatyny nieaktywnej)
Addukty: cA-DDP

hUBF Czynnik transkrypcyjny Addukty: c/j -DDP

Spl Czynnik transkrypcyjny Addukty: BPDE

YB-1 Czynnik transkrypcyjny M iejsca AP

p53
Czynnik transkrypcyjny (udział w odpowiedzi 
komórki na stres, m.in. uszkodzenia D N A )

Pętle i pęknięcia nici DNA

Przykładem naprawy bezpośredniej jest naprawa 
Oó-metyloguaniny. Naprawa zależna jest od poje­
dynczego białka, 0 6-metyloguanino-metylotransfe- 
razy (MGMT), i polega na przeniesieniu grupy m ety­
lowej z guaniny na resztę cyste inow ąenzym u [ 1]. In ­
nym przykładem naprawy bezpośredniej jest fotore- 
aktywacja uszkodzeń indukowanych przez prom ie­
niowanie UV, polegająca na rozszczepieniu dodatko­
wych wiązań pomiędzy sąsiednimi pierścieniami za­
sad. Reakcja katalizowana jes t  w obecności światła 
widzialnego przez fotoliazy. Fotoliazy swoiste dla 
uszkodzeń typu CPD lub 6-4PP wykryto w wielu 
grupach organizmów, nie znaleziono ich jednak u 
ssaków. W ciemności fotoliazy m ogą wiązać się z 
uszkodzeniami DNA indukowanymi przez prom ie­
niowanie UV (a również czs-DDP) i modulować usu­
wanie tych uszkodzeń w mechanizmie naprawy 
przez wycinanie [1, 2].

BER jest złożonym procesem naprawczym, k tóre­
go pierwszym etapem jes t  usunięcie zm odyfikowa­
nej zasady i utworzenie w DNA miejsca apurynowe- 
go bądź apirymidynowego (miejsce AP). Następnie 
nić zawierająca miejsce AP ulega przecięciu, krótki 
jej fragment (jeden do kilku nukleotydów) ulega wy-

metyloguaninę oraz hipoksantynę), 8-oksoguaninę 
(oraz formamidopirymidynę), glikol tyminy, uracyl, 
5-formylouracyl i 5-hydroksymetylouracyl. K om ór­
ki ludzkie posiadają również glikozylazy usuwające 
błędnie sparowane zasady: adeninę sparowaną z gu- 
aniną i tyminę (będącą w tym miejscu produktem de- 
aminacji metylocytozyny) sparowaną z guaniną. 
Ludzkie geny kodujące większość glikozylaz zostały 
sklonowane, a glikozylaza uracylu jest pierwszym 
ludzkim białkiem naprawczym o znanej strukturze 
krystalicznej [1, 4]. Miejsca apurynowe/apirymidy- 
nowe, będące efektem działania glikozylaz lub spon­
tanicznej depurynacji, rozpoznawane są przez 
AP-endonukleazy. W komórkach ludzkich znalezio­
no AP-endonukleazę (białko HAP/APE) hydroli- 
zującą wiązanie fosfodwuestrowe po stronie 5 ’ m iej­
sca AP. Niektóre glikozylazy (głównie bakteryjne) 
wykazują aktywność AP-liazy, i rozszczepiają nić 
DNA po stronie 3 ’ miejsca AP. Fragment nici DNA 
zawierający miejsce AP usuwany jest i uzupełniany 
w złożonej reakcji wymagającej współdziałania sze­
regu innych białek (m. in. egzonukleaz, polimeraz i 
ligaz DNA) [1, 3-5].
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III. Rozpoznanie uszkodzeń w mechanizmie 
naprawy przez wycinanie nukleotydów

Najbardziej uniwersalnym mechanizmem napra­
wy DNA, usuwającym uszkodzenia indukowane 
przez promieniowanie UV i wiele czynników che­
micznych, jes t naprawa przez wycięcie nukleotydu 
(NER, ang. N ucleotide E xcision Repair). Kolejnymi 
etapami naprawy są: 1) rozpoznanie uszkodzenia; 2) 
rozluźnienie struktury chromatyny i rozplecenie he­
lisy DNA; 3) wycięcie fragmentu nici DNA zawie­
rającego uszkodzenie; 4) synteza i ligacja bra­
kującego fragmentu nici DNA; 5) odtworzenie pier­
wotnej struktury chromatyny. Zdolność naprawy 
wielu różnych typów uszkodzeń DNA związana jest 
tu z wykorzystaniem do rozpoznania uszkodzenia 
białek nie mających funkcji enzymatycznych lecz 
mogących wiązać się z DN A o zaburzonej strukturze
[1]. W komórkach bakteryjnych {Escherichia coli) w 
mechanizmie N ER bierze udział 6 białek, z czego 
UvrA, UvrB i UvrC swoiste są wyłącznie dla tego 
procesu. Uszkodzenie DNA rozpoznawane jest przez 
kompleks (UvrA)2UvrB. Dimer UvrA jest czynni­
kiem rozpoznającym zaburzenie struktury helisy 
DNA, natomiast białko UvrB katalizuje lokalne roz­
kręcenie helisy i wiąże się do uszkodzonej nici. Od 
związanego z DNA kompleksu oddysocjowuje di­
mer UvrA, natomiast wiąże się białko UvrC tworząc 
wraz z UvrB aktywną nukleazę [6].

Z mechanizmem NER w komórkach eukariotycz­
nych związana jes t aktywność około 30 peptydów 
nie wykazujących homologii z białkami bakteryjny­
mi (podobieństwo obu systemów wynika z konwer­
gencji). Trzy spośród kilkunastu białek całkowicie 
niezbędnych w mechanizmie NER w ykazują podw y­
ższone powinowactwo dla uszkodzonego DNA; są to 
XPA, RPA i kompleks X PC-HR23B [7], Białko XPA 
(i jego homolog R ad l4  z komórek drożdży Saccha- 
romyces cerevisiae) wykazuje niewielką homologię 
z białkiem UvrA bakterii. Białko to posiada motyw 
palca cynkowego (ang. zinc-finger) i ma podw yższo­
ne powinowactwo do DNA uszkodzonego przez pro­
mieniowanie UV (głównie do 6-4PP) i cA-DDP [8], 
Białko RPA składa się z trzech peptydów o masach 
14, 34 i 70 kDa, ma zdolność wiązania się z jednoni- 
ciowym DNA i bierze udział również w replikacji 
DNA (stąd angielska nazwa: Replication Protein A). 
Białko RPA, a ściślej podjednostka p34, ma zdolność 
oddziaływania z białkiem XPA. Kompleks 
XPA-RPA ma silniejsze powinowactwo do uszko­
dzonego DNA (również do CPD). N ajprawdopodob­
niej w warunkach in vivo  oba białka funkcjonują w 
kompleksie [9]. Białko XPC opisane zostało p ier­

wotnie jako czynnik związany z naprawą genów nie­
aktywnych transkrypcyjnie. Białko to występuje w 
kompleksie z białkiem HR23B (białka homologiczne 
z komórek S. cerevisiae  to odpowiednio Rad4 i 
Rad23). Kompleks XPC-HR23B wykazuje podwyż­
szone powinowactwo do DNA uszkodzonego przez 
UV, cA-DDP i AAAF [10], Wszystkie trzy opisane 
powyżej białka wiążą się z jednoniciowym  DNA, a 
ich powinowactwo do uszkodzonego DNA jest sto­
sunkowo niewielkie (10-100 razy wyższe niż do nie­
uszkodzonego DNA). Wyniki prac opublikowanych 
w ostatnim czasie sugerują, że pierwotnym czynni­
kiem rozpoznającym uszkodzenia jest kompleks 
XPC-HR23B. Jego związanie z uszkodzonym DNA 
inicjuje utworzenie kompleksu zawierającego białka 
XPA, RPA i czynnik transkrypcyjny TFIIH (tzw: 
ang . preincision  com plex). Funkcja tego kompleksu 
polega na lokalnym rozpleceniu helisy DNA (w 
skład czynnika TFIIH wchodzą helikazy XPB i 
XPD) i „weryfikacji” uszkodzenia. Następnie z kom ­
pleksu usuwane jes t XPC-HR23B, a przyłączają się 
endonukleazy XPG i X P F -E R C C 1. W przypadku na­
prawy nici transkrybowanej, niezależnej od białka 
XPC, rolę kompleksu XPC-HR23B mogłaby 
spełniać polimeraza II RNA zablokowana na uszko­
dzeniu (wraz z białkami CSA i CSB) [10, 11].

Czynnikiem decydującym o prawidłowym prze­
biegu naprawy jest precyzja rozpoznania uszkodze­
nia przy jednoczesnym  zachowaniu maksymalnie 
dużego spektrum rozpoznawanych uszkodzeń. Suge­
ruje się, że jes t to możliwe dzięki wykorzystaniu 
dwustopniowego mechanizmu rozpoznania. W 
pierwszym etapie białko XPC- HR23B (lub ew entu­
alnie XPA-RPA) rozpoznawałoby zaburzenia dwuni- 
ciowej struktury DNA związane z obecnością uszko­
dzenia. Większość uszkodzeń DNA naprawianych 
na drodze NER indukuje lokalne rozkręcenie (ang. 
unwinding), zagięcie (ang. bending) lub denaturację 
(ang. unpairing) helisy, a uszkodzenia silniej zabu­
rzające strukturę DNA naprawiane są szybciej. Na 
drugim etapie (weryfikacja) rozpoznawana byłaby 
chemiczna modyfikacja nukleotydu i określana była­
by nić zawierająca to uszkodzenie. Etap ten byłby za­
leżny od aktywności helikaz XPB i XPD, których 
translokacja wzdłuż nici DNA blokowana jest przez 
chemicznie zm odyfikowane nukleotydy [11]. W 
związku z olbrzymimi rozmiarami genomu ludzkie­
go (~109 par zasad) czynnikiem decydującym o efek­
tywności naprawy jest szybkość wyszukiwania 
uszkodzeń. Można wymienić szereg czynników 
mogących mieć wpływ na wydajność wyszukiwania 
i rozpoznawania uszkodzeń. Są to: 1) W spółdzia­
łanie wielu oddziałujących ze sobą kompleksów
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(opisane wcześniej XPA-RPA, XPC-HR23B, 
TFIIH). 2) Udział białek mających zdolność translo- 
kacji wzdłuż DNA i ulegających zablokowaniu na 
uszkodzeniu (polimerazy RNA i helikazy DNA). 
Funkcję takiego detektora uszkodzeń pełni prawdo­
podobnie kompleks R ad7-R ad l6  z komórek S. ce- 
revisiae  [12]. 3) Udział dodatkowych białek rozpo­
znających specyficzne typy uszkodzeń DNA. 
Przykładem jest białko UV-DDB mające bardzo sil­
ne powinowactwo do DNA uszkodzonego przez pro­
mieniowanie UV (kilka tysięcy razy silniejsze pow i­
nowactwo do DNA zawierającego 6-4PP niż do nie­
uszkodzonego DNA). Białko to składa się z dwu pep- 
tydów o masach 127 i 48 kDa. Stwierdzono, że gen 
kodujący peptyd p48 zmutowany jes t  w 6 z 19 zna­
nych przypadków syndromu X eroderm a P igm ento­
sum  grupy E. Transkrypcja białka p48 i aktywność 
UV-DDB stymulowana jes t czynnikami uszka­
dzającymi DNA i zależna jest od białka p53 [13]. 
Białko UV-DDB jedynie nieznacznie stymuluje na­
prawę nagiego DNA w reakcji in vitro, jest natomiast 
istotne dla naprawy in vivo. Może to sugerować jego 
udział w zmianach struktury chromatyny w miejscu 
zawierającym uszkodzenie [14]. 4) Indukowane 
uszkodzeniami zmiany w strukturze chromatyny. 
Rozluźnienie struktury lub dekompozycja nukleoso- 
mów poprzedzająca etap wycięcia uszkodzenia i na­
stępnie odtworzenie struktury chromatyny po etapie 
syntezy naprawczej są niezbędnym etapami NER. 
Można jednak założyć, że niektóre zaburzenia struk­
tury chromatyny wynikające z obecności uszkodze­
nia i poprzedzające proces naprawy m ogą ułatwiać 
lokalizację uszkodzenia przez białka naprawcze [1, 
15, 16],

IV. Białka rozpoznające pęknięcia nici DNA

Promieniowanie jonizujące i niektóre związki 
chemiczne (np. bleomycyna) indukują pęknięcia fos- 
fodwuestrowego rdzenia DNA. Jeśli obie nici DNA 
przerwane są w niewielkiej odległości mówimy o 
dwuniciowym pęknięciu DNA (DSB, ang. do- 
uble-strand break), które jes t najsilniej cytotoksycz- 
nym uszkodzeniem DNA powstającym w napromie­
niowanej komórce. Naprawa tego typu uszkodzeń 
bazuje na mechanizmach rekombinacji. W kom ór­
kach niższych eukariotów (drożdże) naprawa DSB 
odbywa się głównie na drodze rekombinacji homolo­
gicznej zależnej od białek z grupy epistatycznej 
Rad52. W komórkach kręgowców naprawa DSB od­
bywa się głównie na drodze rekombinacji niehomo- 
logicznej (tzw. NHEJ, ang. Npnhom ologous 
End-Joining ), chociaż mechanizmy rekombinacji

homologicznej są tu również istotne dla naprawy 
pęknięć [17].

Podobnie jak  przy naprawie innych typów uszko­
dzeń DNA, pierwszym etapem naprawy DSB jest de­
tekcja pęknięcia. Detektorami DSB w komórkach 
ludzkich są białka Rad52 i Ku70/Ku86. Oba typy 
białek wiążą się selektywnie z końcami DNA chro­
niąc je  przed egzonukleazami i ułatwiając ich po­
nowne złączenie (tworząc kompleks białko-DNA). 
Detektorem DSB związanym z rekombinacją hom o­
logiczną jest białko Rad52 [18], Białko to stymuluje 
również katalizowaną przez białko Rad5 1 wymianę 
nici DNA pomiędzy homologicznymi odcinkami 
chromosomów. Reakcja katalizowana przez Rad51 
jes t dodatkowo stymulowana przez białka RPA, 
Rad54 (helikaza DNA) i inne białka z rodziny R ad 5 1 
(w komórkach ludzkich są to białka XRCC2 i 
XRCC3) [19]. Detektorem DSB związanym z m e­
chanizmem NHEJ jes t białko Ku, składające się z 
dwu podjednostek o masach 70 i 86 kDa (kodowane 
przez geny XRC C 6  i X R C C 5) [20]. Z wolnymi koń­
cami DNA oddziałują N -końcowa i C-końcowa do­
mena Ku70, lecz zdolność wiązania DNA posiada 
heterodimer składający się z obu podjednostek [21], 
Heterodimer Ku70/Ku86 wraz z białkiem DNA- 
PKCs (podjednostka katalityczna kodowana przez 
gen X R C C 7 ) tworzy kinazę białkową zależną od 
DNA (DNA-PK). Kinaza aktywowana jest po 
przyłączeniu do DNA, a jej aktywność jest niezbędna 
dla przebiegu NHEJ (chociaż mechanizm molekular­
ny jej działania nie jest do końca jasny) [22, 23], A k­
tywność kinazy DNA-PK istotna jest również dla 
przekazywania sygnału łączącego rozpoznanie 
uszkodzeń DNA z regulacją cyklu komórkowego 
[24], Wiadomo, że (przynajmniej w komórkach dro­
żdży) białko Ku zlokalizowane jes t głównie w telo- 
merach i regionach subtelomerowych chromosomów 
(wraz z białkami Sir). W komórkach poddanych 
działaniu czynników indukujących pęknięcia nici, 
białko Ku ulega przemieszczeniu do miejsc zawie­
rających DSB [25]. Sugeruje się, że proporcjonalny 
udział NHEJ i rekombinacji homologicznej w napra­
wie DSB w komórkach ludzkich zależy od poziomu 
białek Rad52 i Ku70/Ku86. Poziom białka Rad52 
zwiększa się w późnej fazie S i fazie G2 cyklu ko­
mórkowego, w tym też czasie wzrasta udział rekom ­
binacji homologicznej w naprawie DSB. Wydaje się 
również prawdopodobne, że komórka mogłaby regu­
lować powinowactwo obu białek do DNA, na 
przykład poprzez ich modyfikacje [18, 26].

Pęknięcia nici i wolne końce DNA rozpoznawane 
są również przez szereg białek mających aktywność 
katalityczną. Jednym z nich jest kompleks
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Rad50-M rel 1. Kompleks ten ma aktywność 3 ’ do 5 ’ 
egzonukleazy i jes t  zaangażowany w obu typach re- 
kombinacyjnej naprawy DSB. W komórkach ludz­
kich składnikiem tego kompleksu jes t również białko 
p95/NBS 1, a w kom órkach drożdży białko Xrs2 [27]. 
Sugeruje się, że kompleks ten może wiązać się z ko­
ńcami DNA niezależnie od innych białek w ykry­
wających DSB [20]. Innym enzymem wiążącym się z 
pęknięciami nici i końcami DNA (i aktywowanym 
przez takie oddziaływania) jest polimeraza poli AD- 
P-rybozy (PARP). PARP jest enzymem, który w 
obecności N A D + (donor ADP-rybozy) katalizuje 
syntezę długich (do 250 reszt) i rozgałęzionych 
łańcuchów poli ADP-rybozy na grupach karboksylo­
wych białek. Aktywny enzym może działać automo- 
dyfikująco, lub modyfikować niektóre białka chro- 
matyny (np. histon HI i histon H2B). Automodyfika- 
cja białka PARP powoduje jego oddysocjowanie od 
DNA, utratę aktywności enzymatycznej i usunięcie 
rozgałęzionego łańcucha poli ADP-rybozy (reakcja 
katalizowana przez swoistą bazę i glikohydrolazę) 
[28, 29], Białko PARP związane jes t z naprawą DNA 
w mechanizmie BER. Białko to jest prawdopodobnie 
detektorem jednoniciowych pęknięć DNA będących 
efektem działania swoistych glikozylaz i AP-endo- 
nukleaz. PARP tworzy kompleks z białkiem 
XRCC1, polimerazą b DNA i ligazą III DNA [30], 
Sugeruje to jego udział w jednej z dwu wersji m echa­
nizmu BER, tak zwanym short-pa tchpa thw ay  [3]. W 
tej chwili nie jest jasne znaczenie aktywności katali­
tycznej białka PARP dla naprawy DNA. Sugeruje 
się, ze katalizowana przez PARP modyfikacja histo- 
nów może być czynnikiem ułatwiającym rearanżacje 
chromatyny w trakcie naprawy DNA [31]. Stwier­
dzono, że białko PARP może tworzyć kompleksy z 
białkiem Ku, nie jest jednak  znana funkcja takich 
kompleksów in vivo [32], Aktywność enzymatyczna 
PARP może mieć również znaczenie dla przekazy­
wania sygnału związanego z regulacją cyklu kom ór­
kowego. Stwierdzono, że aktywacja czynnika tran- 
skrypcyjnego p53 może być zależna od aktywności 
PARP [33],

V. Białka chromatyny mające powinowactwo 
do uszkodzonego DNA

Jednym z chemicznych czynników genotoksycz- 
nych powszechnie wykorzystywanych w terapii 
przeciwnowotworowej jes t  cA-dwuchlorodwuamin- 
oplatyna (cA-DDP). Jego działanie cytotoksyczne 
związane jest ze zdolnością tworzenia w DNA 
wiązań sieciujących. Obecność takich uszkodzeń in­
dukuje silne zaburzenia struktury DNA (rozkręcenie

i zagięcie helisy) rozpoznawane przez wiele białek 
jądrowych [34], Stwierdzono, że białkami o najsil­
niejszym powinowactwie do DNA zawierającego 
uszkodzenia indukowane przez cA-DDP (a konkret­
nie wiązania między purynami sąsiadującymi w tej 
samej nici, tzw. ang. 1,2-in trastrand crosslink) są 
białka HMG-1 i HMG-2 [35], Białka HMG-1/2 są 
białkami chromatyny wiążącymi się z DNA łączni­
kowym  pomiędzy nukleosomami (jedna ich 
cząsteczka występuje na 10-15 nukleosomów), 
głównie w obrębie chromatyny aktywnej (lub poten­
cjalnie aktywnej) transkrypcyjnie. Mają one silne 
powinowactwo do DNA o zmienionej strukturze, 
między innymi do fragmentów zagiętych i rozkręco­
nych, co wyjaśnia ich powinowactwo do uszkodzeń 
indukowanych przez cA-DDP. Ostatnio poznana zo­
stała struktura krystaliczna takich kompleksów. 
Białka HMG-1/2 oddziałują poprzez swoją domenę 
w iążącą DNA (tzw. „H M G -ńox”) z mniejszym row­
kiem helisy DNA, który w miejscu uszkodzenia jest 
dodatkowo zawężony [36]. Białka HMG-1/2 wyka­
zują podwyższone powinowactwo również do in­
nych rodzajów uszkodzeń wywołujących zaburzenia 
struktury DNA: wiązań sieciujących utworzonych 
przez chrom [37], fotoproduktów indukowanych 
przez promieniowanie UV [38] i adduktów induko­
wanych przez policykliczne węglowodory aroma­
tyczne (BPDE i AAAF) [39], Białka HMG-1/2 mają 
ok. 100-krotnie wyższe powinowactwo do DNA 
uszkodzonego przez c is-DDP, i ok. 10-krotnie wyż­
sze powinowactwo do pozostałych uszkodzeń DNA, 
niż do nieuszkodzonego DNA.

W komórkach eukariotycznych obecne są również 
inne białka wiążące się z DNA mające domenę 
„H M G -ń ar” . Szereg białek z tej rodziny wykazuje 
podwyższone powinowactwo do DNA uszkodzone­
go przez cA-DDP. W komórkach ludzkich należą do 
nich białka SSRPl (ang. structure spécifie récogni­
tion pro te in ) [40] i hUBF (ang. human upstream bin- 
d in g fa c to r ) [41], Innym białkiem chromatyny w yka­
zującym podwyższone powinowactwo do DNA 
uszkodzonego przez cA-DDP jest histon HI [42], H i­
ston HI jest głównym białkiem chromatyny 
wiążącym się z DNA łącznikowym pomiędzy nukle­
osomami. Białka HMG-1/2 i histon HI mają prefe­
rencje do fragmentów DNA o podobnych cechach 
strukturalnych. Można więc przypuszczać, że m e­
chanizm ich oddziaływania z uszkodzonym DNA 
jest podobny.

Istnieje szereg hipotetycznych modeli opi­
sujących efekty biologiczne oddziaływań białek 
chromatyny z uszkodzonym DNA i ich znaczenie dla 
wrażliwości komórek na działanie czynników geno-
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toksycznych. Jeden z takich modeli, tzw. repair 
shielding model zakłada, że białka chromatyny mogą 
współzawodniczyć z białkami naprawczymi w 
wiązaniu uszkodzonego DNA. Uszkodzony frag­
ment DNA po związaniu białka HMG nie byłby roz­
poznawany przez białka naprawcze, co pow odo­
wałoby opóźnienie lub uniemożliwienie jego napra­
wy [43], Doświadczalnym wsparciem tego modelu 
jest fakt, że białka HMG-1 i hUBF ham ują naprawę 
indukowanych przez cA-DDP uszkodzeń DNA w re­
akcji in vitro  [44], Inne białko z tej rodziny, Ixr 1, 
spowalnia naprawę takich uszkodzeń w komórkach 
drożdży, zaś szczep drożdży pozbawiony tego białka 
charakteryzuje się w yższą opornością na działanie 
c/s-DDP [45]. Hipotetycznie, związanie białek HMG 
lub histonu HI z uszkodzonym DNA mogłoby rów ­
nież ułatwić naprawę uszkodzenia. Białka te, wiążąc 
się z uszkodzonym fragmentem DNA, mogłyby in­
dukować rearanżację struktury chromatyny i w ym u­
szać przesunięcie uszkodzenia do DNA łącznikowe­
go, który naprawiany jest szybciej i wydajniej niż 
DNA z rdzenia nukleosomu. Oddziaływania białek z 
rodziny HMG i innych białek chromatyny z uszko­
dzonym DNA mogłyby również modyfikować meta­
bolizm komórki niezależnie od ich wpływu na proce­
sy naprawy DNA. Obecność uszkodzeń DNA pow o­
dowałaby przesunięcie białek HM G do tych regio­
nów chromatyny, w których zwykle nie są obecne. 
Efektem byłyby zmiany struktury chromatyny i dere- 
presja nieaktywnych genów.

VI. Czynniki transkrypcyjne mające
powinowactwo do uszkodzonego DNA

Czynniki transkrypcyjne są białkami od­
działującymi z sekwencjami regulatorowymi genów 
(najczęściej w obrębie promotorów lub „enhance- 
rów”) i modulującymi przebieg transkrypcji. Czyn­
niki transkrypcyjne rozpoznają i w iążą się z dużym 
powinowactwem do swoistych sekwencji nukleoty- 
dów. Obecność zmodyfikowanych nukleotydów w 
obrębie sekwencji rozpoznawanej przez czynnik 
transkrypcyjny zwykle osłabia to powinowactwo 
[46]. Jednak w niektórych przypadkach obecność 
uszkodzeń DNA powoduje wiązanie czynników 
transkrypcyjnych do sekwencji nie będących nor­
malnie przez nie rozpoznawanych. Czynnik Spl jest 
białkiem wiążącym się z blokami sekwencji GC 
obecnymi w promotorach wielu genów. Zaobserwo­
wano, że obecność adduktów indukowanych przez 
BPDE (modyfikacje guaniny) zwiększa dziesięcio­
krotnie powinowactwo Spl do przypadkowych se­
kwencji DNA [47]. Czynnik YB-1 jes t białkiem

wiążącym się z motywem CCAAT obecnym na 
przykład w promotorze genu MDR1 (ang. multidrug  
resistance). Białko to wiąże się również nie swoiście 
do DNA zawierającego miejsca AP [48]. Czynni­
kiem transkrypcyjnym z rodziny „HM G -óox” jest 
białko hUBF, swoiste dla genów rRNA. Białko to 
wykazuje podwyższone powinowactwo do DNA za­
wierającego wiązania sieciujące indukowane przez 
cA-DDP [41].

Obecność uszkodzeń DNA może wpływać na p ro ­
cesy transkrypcji trzema drogami; poprzez: (i) 
osłabianie powinowactwa czynników transkrypcyj­
nych do swoistych miejsc wiązania [46], (ii) zmniej­
szenie puli dostępnego czynnika transkrypcyjnego 
poprzez jego związanie z losowymi sekwencjami 
uszkodzonego DNA [41], (iii) wiązanie czynnika 
transkrypcyjnego do uszkodzonej sekwencji w obrę­
bie promotora genu, który normalnie nie jest regulo­
wany przez to białko [47]. Wszystkie trzy m echani­
zmy mogą prowadzić do deregulacji ekspresji ge­
nów. Zmiany ekspresji genów związane z obecnością 
uszkodzonych nukleotydów m ają charakter epigene- 
tyczny. Jednak zmiana ekspresji genów kodujących 
czynniki regulatorowe może trwale zmienić stan 
równowagi całego układu współdziałających czynni­
ków (czynniki transkrypcyjne, kinazy białkowe, 
białka receptorowe), który zostanie przekazany po 
podziale do komórek potomnych. Jeśli takie zmiany 
obejmują ekspresję czynników regulujących prze­
bieg cyklu komórkowego, kontrolujących przekazy­
wanie sygnału czy stabilność genomu, to m ogą mieć 
decydujące znaczenie dla rozwoju nowotworu [49].

VII. Rola białek rozpoznających uszkodzony 
DNA w procesach nowotworzenia

Procesy nowotworzenia związane są z obecnością 
w materiale genetycznym nie naprawionych uszko­
dzeń, toteż defekty genów kodujących białka napra­
wy są silnym czynnikiem zwiększającym ryzyko 
choroby nowotworowej [50]. Wśród znanych chorób 
nowotworowych uwarunkowanych genetycznie kil­
ka związanych jest z defektami m echanizm ów napra­
wy DNA, w tym również defektami białek rozpo­
znających uszkodzenia. Najlepiej poznaną  chorobą 
tego typu jest syndrom skóry pergaminowej (XP, xe ­
roderma p igm entosum ), którego objawami są m ię­
dzy innymi olbrzymia wrażliwość na światło 
słoneczne i silnie zwiększone ryzyko różnych typów 
nowotworów skóry (u osób poniżej 20 roku życia jest 
ono 2000 razy wyższe niż w normalnej populacji). 
Rozpoznano kilka wersji syndromu XP związanych z 
defektami różnych genów warunkujących przebieg

204 POSTĘPY BIOCHEM II 46(3), 2000http://rcin.org.pl



NER; wśród nich takie, które związane są z mutacja­
mi genów XPA  i XPC. Mutacje genu XPA  powodują 
całkowity brak naprawy, zaś w komórkach z m uta­
cjami genu X P C  naprawiane są wyłącznie nici tran- 
skrybowane genów aktywnych transkrypcyjnie. 
W ersją choroby o najłagodniejszym przebiegu jest 
XP-E; u części pacjentów z tą chorobą stwierdzono 
mutacje genu kodującego podjednostkę p48 białka 
UV-DDB. W komórkach XP-E wydajność NER zre­
dukowana jes t  dwukrotnie [51]. Inną chorobą nowo­
tworow ą o podłożu genetycznym jest wrodzony nie- 
polipowaty rak jelita  grubego (HNPCC, ang. heredi- 
tary nonpolyposis colon cancer) związany z defekta­
mi m echanizm u mismatch repair. M echanizm ten 
pozwala na usunięcie z genomu błędów replikacji w 
postaci błędnie sparowanych zasad lub insercyjnych 
(czy delecyjnych) pętli DNA. Zaburzenia struktury 
DNA w ynikające z takich błędów replikacji rozpo­
znawane są przez kompleksy białkowe 
M SH2-M SH 6 lub MSH2-M SH3. Mutacje genu 
MSH2 są częste u osób z HNPCC (lub zdrowych 
osób z rodzinnym  ryzykiem choroby) [52, 53]. Cho­
robą genetyczną charakteryzującą się między innymi 
nadw rażliw ością  na promieniowanie jonizujące, nie­
stabilnością chromosom ów i podwyższonym  ryzy­
kiem now otw orów  jest syndrom łamliwości chromo­
somów Nijm egen (NBS, ang. N ijm egen breakage 
syndrom e). P rzyczyną tej choroby są mutacje genu 
NBS1  kodującego białko p95, które wraz z Rad50 i 
Mre 11 tworzy kompleks rozpoznający pęknięcia nici 
DNA [54].

Choroby genetyczne wymienione w poprzednim 
akapicie należą do bardzo rzadkich w populacji. Czę­
stszym zjawiskiem wydaje się być zmiana ryzyka no­
wotworów uzależniona od polimorfizmu genów ko­
dujących białka naprawcze. Przykładem dotyczącym 
białek rozpoznających uszkodzenia DNA jest zwięk­
szone ryzyko nowotworów płuc związane z polimor­
fizmem genu M G M T[55]. Defekty niektórych białek 
naprawczych nie dają bezpośrednich efektów w po­
staci drastycznego wzrostu ryzyka choroby nowo­
tworowej. Jest to związane z faktem, że część uszko­
dzeń DNA może być naprawianych przez więcej niż 
jeden  system reperacyjny (w przypadku niesprawno­
ści jednego z nich uszkodzenie jest usuwane przez 
mechanizm komplementarny). Z drugiej strony, brak 
obserwacji dotyczących związków pomiędzy choro­
bami nowotworowymi a defektami szeregu białek 
naprawczych może wynikać z letalnych właściwości 
takich defektów. Chociaż w wielu przypadkach brak 
wykrytych związków pomiędzy obserwacjami kli­
nicznymi a niesprawnością systemów naprawczych, 
w układach m odelowych (linie komórkowe czy

zwierzęta transgeniczne) obserwuje się ścisłe 
związki pomiędzy defektami białek naprawczych a 
wrażliwością komórek na czynniki genotoksyczne i 
ich niestabilnością genetyczną. Przykłady związane 
z białkami rozpoznającymi uszkodzenia to nadw ra­
żliwość na promieniowanie jonizujące komórek z 
mutacjami genów XRC C 5  i XRC C 6  (kodujących 
podjednostki białka Ku) [56], nadwrażliwość na 
czynniki alkilujące komórek z mutacjami genu 
M G M T  [1] czy nadwrażliwość na promieniowanie 
jonizujące i czynniki alkilujące komórek pozbawio­
nych genu PARP  [57].

Ponieważ replikacja uszkodzonego DNA może 
prowadzić do powstania mutacji, obecność uszko­
dzeń DNA jest szczególnie groźna dla dzielących się 
komórek. Organizmy dysponują mechanizmami po­
zwalającymi na jednoczesne zainicjowanie naprawy 
DNA i zablokowanie cyklu komórkowego do czasu 
kiedy uszkodzenia zostaną usunięte z genomu. M e­
chanizmy takie, nazywane punktami kontrolnymi 
(ang. checkpoints), integrują działanie czynników 
rozpoznających uszkodzenia i regulujących przebieg 
cyklu, a ich defekty silnie stymulują przebieg proce­
sów nowotworzenia. W komórkach ssaków jednym  z 
takich integratorów odpowiedzi na uszkodzenia 
DNA jest białko p53. Białko p53 jest czynnikiem 
transkrypcyjnym aktywowanym w obecności uszko­
dzeń i stymulującym ekspresję genów bezpośrednio 
biorących udział w regulacji cyklu komórkowego 
(na przykład gen WAF1/CIP1, kodujący białko p21 
będące inhibitorem kinaz zależnych od cyklin) [58]. 
Jednym z detektorów uszkodzeń DNA związanym z 
mechanizmami regulacji cyklu komórkowego jest 
wspomniane wcześniej białko DNA-PK, które po 
związaniu się z pęknięciami DNA fosforyluje i akty­
wuje białko p53 [24], Stwierdzono również, że 
białko p53 (poprzez swoją domenę C-końcową) 
może wiązać się z DNA zawierającym pęknięcia nici
[59] i pętle (ang. insertion/deletion m ism atches)
[60]. Sugeruje to, że białko p53 uczestniczy w m e­
chanizmach regulacji cyklu komórkowego nie tylko 
jako  element przekazujący sygnał, ale również jako 
czynnik rozpoznający uszkodzenia DNA.

Artykuł otrzymano 6 marca 2000 r.
Zaakceptowano do druku 15 maja 2000 r.
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Rola struktury mRNA w inicjacji translacji u Eukaryota 

Role of mRNA structure in initiation of translation in 
Eukaryotes

KRZYSZTOF SOBCZAK1, WŁODZIMIERZ KRZYŻOSIAK2
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W ykaz stosowanych skrótów: CAT —  acetylotransferaza chlo­
ram fenikolu; elF —  inicjacyjne czynniki translacyjne Eukarion- 
tów; AG —  zm iana energii swobodnej; m 7G —  7-m etylo-guano- 
zyna; ORF —  otw arta ram ka odczytu; PABP —- białko w iążące 
się do ogona poli-A ; 3 ’U TR —  region nie podlegający translacji 
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translacji położony na końcu 5 ’ mRNA.

I. Wstęp

Kontrola ekspresji genów eukariotycznych odby­
wa się na wielu poziomach: (i) aktywności tran- 
skrypcyjnej, związanej ze specyficznymi sekwencja­
mi promotorowymi, wzmacniającymi czy w yci­
szającymi, (ii) metabolizmu powstającego tran- 
skryptu na etapie składania mRNA, transportu z 
jądra komórkowego do cytoplazmy i regulacji stabil-
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ności, (iii) efektywności procesu translacji informa­
cji genetycznej i wreszcie (iv) potranslacyjnej m ody­
fikacji powstającego produktu białkowego. Specy­
ficzna regulacja wszystkich wymienionych powyżej 
etapów ekspresji sprawia, że w różnych komórkach 
tego samego organizmu powstają zróżnicowane j a ­
kościowo i ilościowo produkty określonego genu 
(mRNA i białka). Z jednego genomu może powsta­
wać zatem wiele różnych transkryptomów i jeszcze 
więcej proteomów. Zbadanie komórkowego pozio­
mu i aktywności translacyjnej poszczególnych 
m RNA w celu skonstruowania specyficznych „map 
ekspresyjnych” wszystkich genów dla różnych tka­
nek jest najważniejszym zadaniem powstającej no­
wej dyscypliny -  transkryptomiki.

Translacja informacji genetycznej regulowana 
jes t zarówno na poziomie ogólnym (dotyczącym 
wszystkich mRNA) jak  i specyficznym dla każdej 
cząsteczki mRNA. Ogólny wymiar kontroli polega 
na zmienności poziomu i/lub aktywności składników 
aparatu translacyjnego innych niż mRNA [1-5]. Z 
kolei regulacja specyficzna dla poszczególnych ge­

POSTĘPY BIOCHEMII 46(3), 2000 207http://rcin.org.pl

mailto:wlodkrzy@man.poznan.pl


nów zależy głównie od właściwości strukturalnych 
odpowiadających im cząsteczek mRNA [5-9]. Po­
znane dotąd zależności pomiędzy strukturą mRNA i 
efektywnością procesu inicjacji translacji u Eukary- 
ota, ustalone jeszcze w sposób tradycyjny —  w w yni­
ku badań indywidualnych mRNA — zostaną pokrót­
ce opisane w tej pracy.

II. Budowa eukariotycznego mRNA

W sekwencji większości dotąd poznanych euka­
riotycznych mRNA zawarta jes t informacja do­
tycząca syntezy tylko jednego łańcucha polipeptydo- 
wego. Takie mRNA nazywane są monocistronowy- 
mi. Jednym z nielicznych wyjątków jest  ludzki infor­
macyjny RNA, kodujący białko N-myc, wyizolowa­
ny z nowotworowej linii komórkowej. Ma on dwa 
aktywne kodony inicjujące, czego wynikiem jest 
synteza z tego m RNA długiej i krótkiej izoformy 
białka [10].

Sekwencje niemal wszystkich mRNA Eukaryota 
można podzielić na cztery elementy:
—  5 ’UTR (ang. 5 ’ untranslated  region ) —  fragment 

nie podlegający translacji, położony na końcu 5 ’, 
pomiędzy strukturą m 7G cap  (m 7GpppN —  7- 
metylo-guanozyna połączona z kolejnym nukle- 
otydem mostkiem 5 ’-5 ’-trójfosforanowym) a ko- 
donem inicjującym. Długość tego fragmentu jest 
różna dla rozmaitych m RNA i waha się średnio od 
50 do 200 nukleotydów (występują również 
znacznie dłuższe sekwencje 5 ’UTR) [11, 12],

—  sekwencję kodującą, stanowiącą otwartą ramkę 
odczytu ORF (ang. open reading fra m e ), 
położoną pomiędzy kodonem inicjującym i term i­
nującym,

—  3 ’UTR (ang. 3 ’ untranslated  region) —  fragment 
nie podlegający translacji, położony poniżej ko- 
donu terminującego —  UAA, UAG, UGA —  bar­
dzo zróżnicowany pod względem długości. Znaj­
dowane są krótkie 50 nukleotydowe, ale również 
bardzo długie, około 7000 nukleotydowe sekwen­
cje 3 ’UTR (np. w mRNA receptora IGF) [12],

—  ogon poliadenylowy powstający na końcu 3 ’ w ię­
kszości mRNA podczas obróbki potranskrypcyj- 
nej, w niewielkiej odległości od sygnału poliade- 
nylacji (najczęściej AAUA A A ) —  dobudow a­
nych jest około 250-300 reszt adenylowych [13].

III. Mechanizm inicjacji translacji

U Prokaryota mała podjednostka rybosomu 
przyłącza się do mRNA bezpośrednio przy kodonie 
inicjującym, za co odpowiedzialne są  sekwencje SD

(Shine-Dalgarno) bogate w puryny. Sekwencje te od­
działują na zasadzie komplementarności z fragmen­
tem 16S rRNA położonym na końcu 3 ’ cząsteczki. 
Taki mechanizm inicjacji translacji w sposób jedna­
kowo wydajny umożliwia syntezę białek kodowa­
nych przez policistronowe mRNA. Z kolei u organi­
zmów eukariotycznych mniejsza podjednostka rybo­
somu 40S, z przyłączonym inicjatorowym Met- 
tRNA i specyficznymi czynnikami białkowymi, 
wiąże się z końcem 5 ’ cząsteczki mRNA, a następnie 
przesuwając się w kierunku 3 ’ „poszukuje” sekwen­
cji AUG, komplementarnej wobec antykodonu Met- 
tRNAi. Taki mechanizm inicjacji procesu translacji 
został nazwany skaningiem. Jego kolejne etapy 
przedstawiono schematycznie na rycinie 1. Został on 
potwierdzony licznymi wynikami eksperymentalny­
mi. Po pierwsze, eukariotyczny rybosom nie jest 
zdolny do wiązania się z cyrkularną formą syntetycz­
nego mRNA [14]. Po drugie, translacja naturalnych 
mRNA jest silnie zależna od struktury 5 ’ m 7G cap. 
Po trzecie, utworzenie kompleksu inicjującego nie 
jest możliwe przy braku czynnika białkowego 
wiążącego się z końcem 5 ’ mRNA [3-globiny [15]. Po 
czwarte przyłączenie rybosomu jest hamowane 
przez obecność stabilnej struktury drugorzędowej 
lub związanie białka represorowego na końcu 5 ’ 
cząsteczki mRNA [16, 17].

IV. Czynniki trans uczestniczące w inicjacji 
translacji

W procesie inicjacji translacji uczestniczy cały 
szereg czynników białkowych elF (ang. eukaryotic  
initiation fa c to r ), z których kilka lepiej poznanych 
scharakteryzowano poniżej. Ich sekwencja amino- 
kwasowa jest wysoce zachowawcza u wszystkich 
Eukaryota, dlatego też większość badań nad mecha­
nizmem procesu inicjacji translacji prowadzonych 
jes t in vivo w układzie drożdżowym.

IV-1. Białka rodziny eIF-4

Białka rodziny eIF-4 odpowiedzialne są za rozpla­
tanie struktur drugorzędowych występujących w re­
gionach 5 ’UTR oraz za przyłączanie podjednostki 
40S do końca 5 ’ mRNA. Rodzinę tę tworzą cztery 
czynniki eIF-4E, eIF-4A, eIF-4B oraz eIF-4F. Ostat­
ni z wymienionych czynników składa się z trzech 
elementów składowych: eIF-4E, -4A i -4G. Białko 
eIF-4E specyficznie łączy się ze strukturą m 7G cap  i 
dlatego jest często nazywane CBP (ang. cap binding  
protein) [18]. Komórkowy poziom tego białka 
wpływa na efektywność inicjacji translacji. Nadeks-
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presja eIF-4E prowadzi do transformacji now otw o­
rowej komórek ssaczych, co może być wynikiem 
zwiększonego poziomu syntezy białek onkogennych 
[19]. Aktywność tego czynnika translacyjnego jest 
kontrolowana na drodze sygnalizacji związanej z in­
suliną i innymi czynnikami wzrostowymi. Jest ona 
związana ze stopniem ufosforylowania białka

Ryc. 1. Schemat przedstawiający kolejne etapy inicjacji translacji, prze­
biegającej według mechanizmu skaningu (szczegółow y opis w 
tekście).

4E-BP1 (ang. eIF-4E  b ind ingpro te in )  wiążącego się 
z eIF-4E. Nieufosforylowane 4E-BP1 (przy braku 
stymulacji czynnikami wzrostowymi) zwiększa sw o­
je  powinowactwo do tego czynnika translacyjnego, a 
wiążąc się z nim uniemożliwia tworzenie kompleksu 
eIF-4F, niezbędnego do przyłączenia mniejszej pod- 
jednostki rybosomu [20, 21].

Kolejne białko eIF-4G, wchodzące w skład kom ­
pleksu eIF-4F, odpowiedzialne jes t za przyłączenie 
czynnika eIF-4E do struktury cap  [22]. W przypadku 
infekcji komórki wirusem polio, kodującym specy­
ficzną proteazę, dochodzi do degradacji eIF-4G, a 
tym samym znacznego obniżenia wydajności trans­
lacji większości mRNA komórki gospodarza [23]. 
Wówczas mRNA wirusa, pozbawione struktury m 7G 
cap, podlegają preferencyjnej, wydajnej translacji, 
związanej z występowaniem w nich charakterystycz­

nych elementów strukturalnych IRES (ang. internal 
ribosom e entry site).

Trzeci czynnik opisywanego kompleksu -  eIF-4A 
- j e s t  białkiem wiążącym się z cząsteczkami RNA. 
Pełni on funkcję ATP-zależnej helikazy RNA, roz­
platającej struktury drugorzędowe mRNA [24]. Jest 
niezbędnym czynnikiem w inicjacji translacji. 
Działanie tego białka w kompleksie eIF-4F oraz jako 
niezależnego czynnika translacyjnego przygotowuje 
miejsce wiązania mniejszej podjednostki rybosomal- 
nej do końca 5 ’ m RNA i ułatwia proces skaningu. 
Jego aktywność jes t stymulowana przez białko 
eIF-4B, wyposażone również w domenę pozwalającą 
wiązać się z RNA [15].

IV-2. Czynnik translacyjny eIF-2

Czynnik translacyjny eIF-2 jes t odpowiedzialny 
za przeniesienie inicjatorowej formy Met-tRNAi na 
m ałą podjednostkę rybosomu. W obrębie podjed­
nostki g tego czynnika występuje miejsce wiązania 
nukleotydów guaninowych [25]. Kompleks 
eIF-2-G TP ma około 400-krotnie większe pow ino­
wactwo do Met-tRNAi w porównaniu z kompleksem 
eIF-2-G D P [26]. Utworzony w cytoplazmie potrój­
ny kompleks eIF-2 • GTP • Met-tRNAi łączy się z 
podjednostką 40S. Wiązanie to stymulowane jest 
przez kolejny czynnik translacyjny eIF-3. Po­
wstający w ten sposób kompleks preinicjujący może 
się wiązać do końca 5 ’ cząsteczki mRNA. Po zakoń­
czeniu procesu skaningu na kodonie AUG, rozpozna­
wanym przez antykodon tRNA met, dochodzi do hy­
drolizy GTP przez eIF-2, aktywowanej przez białko 
eIF-5 [27, 28]. Hydroliza GTP powoduje zmiany 
konformacyjne, umożliwiające oddysocjowanie 
kompleksu e I F 2 G D P  od małej podjednostki rybo­
somu, która może wówczas związać się z podjed­
nostką 60S. Ostatecznie rybosom 80S z Met-tRNAi 
w pozycji P jes t gotowy do rozpoczęcia etapu elon- 
gacji syntezy białka.

Aby czynnik translacyjny elF-2 mógł przyłączyć 
następną cząsteczkę Met-tRNAi niezbędna jest w y­
miana GDP na GTP, w czym uczestniczy białko 
eIF-2B. W komórkach eukariotycznych efektywność 
procesu translacji jes t obniżana poprzez fosforylację 
czynnika eIF-2 przy udziale szeregu kinaz aktywo­
wanych różnego rodzaju warunkami stresowymi, ta­
kimi jak  np. niedobór aminokwasów czy szok ter­
miczny. Ufosforylowana forma eIF-2 działa jak  inhi­
bitor kompetytywny, mając około 150-krotnie więk­
sze powinowactwo do białka eIF-2B niż nieufosfory- 
lowany eIF-2. Ponadto fosforylacja tego białka unie­
możliwia oddysocjowanie od niego GDP [29], a tym
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samym sprawia, że czynnik ten nie może pełnić sobie 
przypisanej funkcji, obniżając globalną efektywność 
procesu translacji w komórce. Również wiele innych 
czynników inicjacyjnych, na przykład wymieniony 
wcześniej eIF-2B, w pew nych warunkach może pod­
legać fosforylacji.

V. Czynniki cis uczestniczące w inicjacji 
translacji

Modulacja inicjacji translacji w komórkach euka­
riotycznych może być związana z różnymi elementa­
mi cząsteczki mRNA, takimi jak:
—  struktura m 7G cap ,
—  pierwszorzędowa struktura otoczenia kodonu 

AUG —  kontekst kodonu inicjującego,
—  liczba tripletów AUG poprzedzających „właści­

w y“ kodon inicjujący,
—  drugorzędowa struktura występująca powyżej i 

poniżej kodonu AUG,
—  długość sekwencji 5 ’UTR,
—  długość ogona poliadenylowego,
—  występowanie specyficznych struktur - potencjal­

nych miejsc wiązania białek represorowych.

V -l. Struktura m7G cap

Struktura m 7G cap uformowana jes t  ostatecznie 
w procesie potranskrypcyjnej obróbki prekursoro- 
wego mRNA. Do struktury tej, występującej na sa­
mym końcu 5 ’ mRNA, wiąże się czynnik translacyj- 
ny eIF-4F [18]. Jedną z funkcji tak utworzonego 
kompleksu jest ochrona m RNA przed działaniem eg- 
zorybonukleaz [30]. Jednak kompleks ten jest także 
nieodzownym elementem w stymulacji inicjacji 
translacji, zarówno w komórkach drożdżowych [31], 
jak  i ssaczych [32], Szczegółowe badania przepro-

rzenia kompleksu inicjującego [32, 33]. W niektó­
rych przypadkach metylacja sąsiadującego z m7G 
nukleotydu może wpływać aktywująco na wydaj­
ność inicjacji translacji [34],

V-2. Kontekst kodonu inicjującego

Kontekst kodonu inicjującego, czyli sekwencja 
otoczenia kodonu AUG, w bardzo istotny sposób 
wpływa na efektywność inicjacji syntezy białka. Za­
leżność tę wykazano na drodze ukierunkowanej mu- 
tagenezy [35]. Badania te doprowadziły do ustalenia 
optymalnego kontekstu nukleotydowego kodonu 
AUG -  GCC/?CC[AUG](7 (gdzie R symbolizuje pu- 
rynę). Obecność puryny, zwłaszcza A w pozycji -3 
od kodonu inicjującego oraz G w pozycji +4 zarówno 
w warunkach in vitro jak  i in vivo  wywołuje bardzo 
silny efekt wzmacniający, zwiększający wielokrot­
nie ilość syntetyzowanego białka [35-37]. Inne pozy­
cje otoczenia kodonu AUG m ają niewielkie znacze­
nie dla wydajności procesu translacji. Optymalne 
otoczenie kodonu inicjującego powoduje najprawdo­
podobniej spowolnienie procesu skaningu, co po­
zwala na efektywne oddziaływanie sekwencji AUG z 
antykodonem tRN A met.

Takie eksperymentalne ustalenia zostały skon­
frontowane z sekwencjami 699 różnych m RNA krę­
gowców [11]. Okazało się, że puryna w pozycji -3 
wystąpiła w 97% (z czego A -  61 %, G -  36%), a G w 
pozycji +4 znaleziono w 46% przeanalizowanych se­
kwencji (tabela 1 i 2).

V-3. Efekt pozycji kodonu inicjującego

Efekt pozycji kodonu inicjującego związany jest z 
tym, że nie każda trójka nukleotydów AU G  może być 
odczytana jako sygnał wydajnie inicjujący proces

Tabela 1

Częstość występowania A, G, C i U w pobliżu miejsca startu translacji

pozveia: -6 -5 -4 -3 -2 -1 +4

Procent A 17 18 25 61 27 15 23

Procent G 44 23 15 36 13 21 AUG 46

Procent C 19 39 53 2 49 55 16

Procent U 20 20 7 1 11 9 15

C zęstość w ystępow ania każdego nukleotydu w określonej pozycji wyrażona jest w procentach i ob liczona jest na podstaw ie analizy sekw encji 

699 m RNA kręgow ców  [11],

wadzone w latach 80-tych wykazały również, że 
cząsteczki mRNA pozbawione zmetylowanej guano- 
zyny (m7G) m ają znacznie m niejszą zdolność two-

translacji. Znakomita większość m RNA kręgowców, 
bo aż około 90% ma odpowiedni kontekst nukleoty- 
dowy przy pierwszym kodonie AUG, zatem w proce-

210 POSTĘPY BIOCHEM II 46(3), 2000http://rcin.org.pl



sie skaningu jes t  on odczytywany jako właściwy ko- zarodków poddany translacji in vitro  wykazał 10-
don inicjujący. Jest jednak  grupa cząsteczek mRNA, krotnie obniżoną syntezę proenkefaliny, w stosunku
u których pierw sza od końca 5 ’ trójka nukleotydów do transkryptu występującego w komórkach soma-
AUG z n ieznaczną w ydajnością  zatrzymuje skaning tycznych. Tak znaczne obniżenie wydajności trans-
podjednostki 40S, gdyż w pozycji -3, w stosunku do lacji wywołane jest istnieniem w intronie A czterech
potencjalnego kodonu inicjującego, nie znajduje się krótkich ORF. Taka modyfikacja związana z alterna-
puryna, lub przy obecności R(-3), brakuje G w pozy- tywnym składaniem proenkefalinowego mRNA wy-
cji +4. W niektórych m RNA znaczącą rolę przy ini- jaśnia istnienie niskiego stężenia peptydów opioido-
cjacji syntezy białka z konkretnego tripletu AUG wych wykrywanych w komórkach zarodka szczura
(nawet bez w ym aganego kontekstu nukleotydowe- (przy niezmienionej w stosunku do kom órek soma-
go) odgrywa występow anie odpowiednio stabilnej tycznych ilości mRNA) [39],
struktury drugorzędowej w pobliżu owego kodonu Negatywna kontrola ekspresji wywołana przez
(patrz podrozdział V-4). krótkie otwarte ramki odczytu położone powyżej

Rozważając efekt pozycji kodonu inicjującego funkcjonalnego kodonu inicjującego jes t  również
warto przyjrzeć się przykładom wpływu krótkich charakterystyczna dla m RNA kodujących szereg
otwartych ramek odczytu (ORF), znajdujących się produktów komórkowych protoonkogenów (np.
powyżej (w kierunku końca 5 ’) funkcjonalnego miej- c-sis, lek, c-m yc , c-erb-A ) oraz innych białek uczest-
sca inicjacji translacji na efektywność syntezy niczących w regulacji wzrostu i różnicowania komó-

Tabela 2

Sekwencje otaczające kodon AUG  w m RNA kręgowców

„funkcjonalny” "niefunkcjonalny"
Sekwencja:______________ inicjująCy  kodon AUG w 5'UTR

A  ±4
A nnAUG G 175 4
A .............. A 114 5
A .............. C 63 8
A .............. U 73 4
G .............. G 130 8
G .............. A 47 7
G .............. C 47 5
G .............. U 27 5
C .............. G 9 7
C .............. A 2 8
C .............. Y* 4 12
U .............. G 8 4
U .............. A 0 13
U .............. Y*__________ 0___________________ ]6__________

 razem #_______________ 699_________ 106 AUG z 59 mRNA

W ynik analizy o toczen ia  kodonu AUG z w ykorzystaniem  sekw encji 699 m RNA kręgow ców . Porównanie o toczen ia  funkcjonalnych kodonów  
inicjujących z o toczen iem  „niefunkcjonalnych“ kodonów  AUG zlokalizow anych w sekw encjach 5 ’UTR 59 m R N A  (* Y —  pirym idyna) [11].

białka. Informacyjny RNA dekarboksylazy ornity- 
nowej ma np. jed n ą  krótką ORF powyżej właściwego 
kodonu START. M utacja kodonu AUG w UUG w tej 
krótkiej ramce odczytu wywołuje pięciokrotne zw ię­
kszenie ilości syntetyzowanej dekarboksylazy orni- 
tynowej [38],

Podczas analizy szczurzych bibliotek cDNA w y­
kazano istnienie dwóch typów proenkefalinowego 
mRNA. Różniły się one jedynie długością części 
5 ’UTR. Dłuższy m RNA  wykryty w komórkach za­
rodkowych, ma niewycięty „somatyczny“ intron A 
pomiędzy eksonami 1 i 2. Transkrypt specyficzny dla

rek [6], Wszystkie te transkrypty są nietypowe pod 
względem długości sekwencji 5 ’UTR, bowiem ich 
funkcjonalny kodon inicjujący poprzedzony jest se­
kwencją często znacznie d łuższą niż 200-nukle- 
otydową. Podobnie mRNA transformującego czyn­
nika wzrostu TGF-P3 wyposażony jes t  w jeden z 
najdłuższych 5 ’UTR z do tej pory zidentyfikow a­
nych. Długość jego sekwencji liderowej przekracza 
1,1 tysiąca nukleotydów. Ponadto fragment ten ma 
11 otwartych ramek odczytu, które znacząco 
wpływają na ilość syntetyzowanego funkcjonalnego 
białka. Stopień hamowania translacji przez 5 ’UTR
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TGF-P3 wykazano stosując translację in vitro  tran- 
skryptu hybrydowego, zawierającego część ko­
dującą acetylotransferazę chloramfenikolu (CAT), 
poprzedzoną wspom nianą długą sekwencją lide- 
rową. Zaobserwowano ponad 150-krotne obniżenie 
syntezy CAT, wywołane obecnością ORF w sekwen­
cji 5 ’UTR TGF-|33 [40]. W komórkach nowotworu 
sutka znaleziono skróconą formę mRNA tego czyn­
nika wzrostu, który podlegał znacznie wydajniejszej 
translacji. Wykazano, że transkrypt ten pozbawiony 
był bardzo długiego, 870 nukleotydowego fragmentu 
regionu 5 ’UTR, zawierającego większość krótkich 
ORF [41].

V-4. Stabilna struktura drugorzędowa w pobliżu 
kodonu inicjującego

Stabilna struktura drugorzędowa w pobliżu kodo­
nu inicjującego wielu m RNA ogranicza w znacznym 
stopniu zdolność tworzenia, w tym regionie, kom ­
pleksu inicjującego. W wielu dotąd przeprowadzo­
nych badaniach wykazano, że obniżenie wydajności 
procesu translacji zależy od: (i) stopnia term odyna­
micznej stabilności struktury drugorzędowej oraz 
(ii) jej położenia w stosunku do początku transkryptu 
i kodonu inicjującego. Wykazano na przykład, że 
modyfikowany mRNA, zawierający strukturę „szpil­
ki do włosów“ (ang. hairpin structure), o energii 
swobodnej tworzenia (AG) wynoszącej około -30 
kcal/mol, położoną w odległości 12 nukleotydów po­
niżej m 7G cap , jest w niewielkim stopniu zdolny do 
utworzenia kompleksu inicjującego w warunkach in 
vitro. Jednakże ta sama struktura umieszczona 52 nu- 
kleotydy poniżej elementu cap  nie wywiera żadnego 
wpływu na wydajność translacji [16]. Konsekwencją 
występowania tej struktury w pobliżu końca 
5 ’ mRNA jest blokowanie dostępu kompleksu pre- 
inicjującego 43S. Z kolei bardziej stabilna struktura 
(AG = -50 kcal/mol) umieszczona powyżej kodonu 
inicjującego wpływa na obniżenie poziomu transla­
cji w bardzo znacznym stopniu, sięgającym 85-95%. 
Podobne wyniki uzyskano prowadząc badania z uży­
ciem mniej i bardziej stabilnej struktury w regionie 
5 ’UTR w warunkach in vivo  [42].

Inhibicja procesu tworzenia się kompleksu ini­
cjującego przez strukturę drugorzędową w ystę­
pującą powyżej kodonu AUG, związana jes t bezpo­
średnio z liniowym skaningiem podjednostki 40S. 
Sugeruje się, że kompleks preinicjujący przemiesz­
czając się wzdłuż sekwencji 5 ’U TR zostaje zatrzy­
many przed barierą, k tórą stanowi stabilna struktura 
trzonu i pętli, czego konsekwencją jes t  jego oddyso- 
cjowanie od cząsteczki mRNA. Mała podjednostka

rybosomalna lub związane z nią czynniki translacyj- 
ne mają zdolność likwidowania takich barier, jedna­
kże zdolność ta maleje wraz z obniżaniem wartości 
energii swobodnej tworzenia się struktury drugorzę­
dowej. W przeciwieństwie do podjednostki 40S, ry- 
bosom 80S w czasie elongacji wydajnie rozwija na­
wet bardzo stabilne struktury tworzone przez mRNA
[16].

Wpływ stabilnych struktur w regionach lidero- 
wych opisano także dla wielu naturalnych cząsteczek 
informacyjnych RNA. Na przykład dla ludzkiego 
mRNA płytkowego czynnika wzrostowego 
(PDGF2), który zawiera długą oraz bogatą w G i C 
sekwencję liderową. Wprowadzenie 1022-nukleoty- 
dowego 5 ’UTR tego m RNA do reporterowego 
mRNA CAT, wywołuje 30-40 krotne obniżenie w y­
dajności translacji białka CAT w transfekowanych 
komórkach COS [43]. Wykazano również, że zaled­
wie 140-nukleotydowy fragment tego regionu, bez­
pośrednio poprzedzający kodon AUG wywołuje taki 
sam efekt jak  cały 5 ’UTR. Usunięcie całej sekwencji 
liderowej z mRNA PDGF2 zwiększa wyraźnie jego 
zdolność translacyjną, która koreluje ze wzrostem 
potencjału transformacyjnego komórek NIH 3T3 
[43]. '

Również mRNA dekarboksylazy ornitynowej 
(ODC) podlega mało wydajnej translacji, wywołanej 
obecnością bardzo stabilnej struktury typu hairpin  
(AG = -97 kcal/mol) tuż za m 7G cap , tworzonej przez 
prawie 100 nukleotydów z dużym udziałem reszt G i 
C [38, 44, 45]. Wprowadzenie mutacji obniżających 
stabilność struktury typu szpilki do włosów podnosi 
wydajność translacji mRNA ODC [46], Wykazano 
również, że efektywność syntezy białka ODC nie 
ulega zmianie po odwróceniu orientacji tego frag­
mentu regionu 5 ’UTR. Zatem wyłącznie stabilna 
struktura, a nie związanie z nią białka represorowe- 
go, hamuje proces translacji.

W ostatnich latach opisano szereg mRNA, które w 
zależności od typu komórek mogą zawierać kilka al­
ternatywnych regionów 5 ’UTR, różniących się 
znacznie termodynamiczną stabilnością tworzonej 
struktury RNA, a tym samym mających różną zdol- 
noić  translacyjną. Są nimi na przykład mRNA ko­
dujące: receptor interleukiny 1 [47], [3-enolazę [48], 
białko A2A [49], basonukłinę [50], białko NRF-1 
[51], czy kinazę PKR [52].

Występowanie struktury trzonu i pętli może mieć 
również korzystny wpływ na inicjację procesu trans­
lacji. Jednakże struktura ta (nawet o stosunkowo nie­
wielkiej energii swobodnej tworzenia około -20 
kcal/mol) musi znajdować się w określonej od­
ległości (12-15 nukleotydów) poniżej kodonu ini­
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cjującego. W takich warunkach triplet AUG bez w y­
maganego zazwyczaj kontekstu sekwencji, a nawet 
inna trójka nukleotydów (np. GUG, UUG, ACG, 
CUG) może być odczytana jako funkcjonalny kodon 
inicjujący [53]. Przyczyną tego zjawiska jest naj­
prawdopodobniej lokalne spowolnienie (lub zatrzy­
manie) przesuwu mniejszej podjednostki rybosomal- 
nej wzdłuż cząsteczki mRNA, co umożliwia związa­
nie kodonu inicjującego z antykodonem Met-tRNAi i 
rozpoczęcie procesu syntezy białka.

V-5. Długość sekwencji 5 ’UTR

Długość sekwencji 5 ’UTR w nielicznych przy­
padkach wpływa na efektywność tworzenia kom ­
pleksu inicjującego. Ma to miejsce tylko wtedy, gdy 
sekwencja poprzedzająca kodon START jest bardzo 
krótka. Gdy pierwszy kodon AUG (nawet z odpo­
wiednim kontekstem nukleotydowym) występuje w 
odległości 12 nukleotydów poniżej m 7G cap, to pod- 
jednostka 40S nie rozpoznaje tego kodonu i kończy 
skaning dopiero na następnej trójce AUG. Wiadomo 
również, że 5 ’UTR o długości 13-22 nukleotydów w 
znacznym stopniu obniża ilość syntetyzowanego 
białka w warunkach in vitro [54], a wydłużanie go od 
kilkunastu do około 80 nukleotydów wpływa na 
stopniowe zwiększanie efektywności translacji [55]. 
Naturalne regiony 5 ’UTR zawierają zwykle znacz­
nie więcej niż 20 nukleotydów, dlatego przedstawio­
ne powyżej informacje można wykorzystać głównie 
w interpretacji zdolności translacyjnej krótkich ORF, 
których kodon AUG występuje w pobliżu elementu 
cap.

V-6. Długość ogona poliadenylowego

Długość ogona poliadenylowego zmniejsza się we 
wszystkich mRNA w czasie ich „życia” w komórce, 
co związane jest z aktywnością specyficznych rybo- 
nukleaz cytoplazmatycznych. Różna jest jednak 
szybkość skracania ogonów poli-A dla różnych 
cząsteczek mRNA.

Po przejściu transkryptu do cytoplazmy, z łańcu­
chem poli-A w iążą się białka PABP (ang. poli-A  b in­
ding pro te in ) o masie ~70kDa. Wykazano, że każde z 
tych białek łączy się do odcinka zawierającego 27 
reszt adenylowych, zaś odległość pomiędzy kolejny­
mi PABP wynosi 13 reszt A [56]. Białka PABP mogą 
oddziaływać z czynnikami translacyjnymi zw iązany­
mi ze s truk tu rąm 7G cap [57]. W komórkach drożdży 
oraz roślin białka te mają domeny umożliwiające 
kontakt bezpośrednio z czynnikiem eIF-4G (najwię­
ksza podjednostka kompleksu eIF-4F), w przypadku

roślin dodatkowo z eIF-4B [58, 59]. Białka PABP 
ssaków nie oddziałują bezpośrednio z eIF-4G, lecz 
za pośrednictwem białek PAIP-1 (ang. PABP-inte- 
racting pro tein) [60], wyposażonych w domeny 
wiążące czynniki eIF-4A i eIF-3, które z kolei od­
działują z czynnikiem eIF-4G (rycina 1). Kontakt 
PABP z eIF-4G zwiększa powinowactwo kompleksu 
eIF-4F do elementu cap  oraz PABP do ogona polia­
denylowego. Opisane powyżej oddziaływania spra­
wiają, że oba końce eukariotycznych cząsteczek 
mRNA w warunkach in vivo  znajdują się blisko sie­
bie.

Ogon poliadenylowy pełni trzy ważne funkcje w 
potranskrypcyjnej regulacji ekspresji: (i) umożliwia 
transport mRNA z jądra komórkowego do cytopla­
zmy, (ii) w kompleksie z białkami PABP zapobiega 
działaniu egzorybonukleaz oraz (iii) zwiększa efek­
tywność inicjacji translacji.

Niektóre mRNA mają zaprogramow aną w swojej 
strukturze —  najczęściej w sekwencji regionu 
3 ’UTR —  szybką samodegradację, często zależną od 
warunków środowiska. U drożdży proces ten rozpo­
czyna się od usunięcia ogona poliadenylowego z 
udziałem rybonukleazy P an lp  (ang. PABP-depen- 
dent po ly  (A) nuclease) [61,62], co powoduje oddyso- 
cjowanie od mRNA białek PABP a w konsekwencji 
znaczne zmniejszenie powinowactwa eIF-4E do ele­
mentu cap. Wówczas „odsłonięta” struktura m 7G cap 
jest wydajnie usuwana z udziałem specyficznego en­
zymu D cp lp  i mRNA staje się podatny na działanie 
5 ’—>3’ egzorybonukleazy X rn lp  [63,64], Również w 
komórkach ssaczych deadenylacja prowadzi do 
szybkiej, enzymatycznej hydrolizy mRNA, zainicjo­
wanej usunięciem elementu cap [65]. Taki mecha­
nizm degradacji zapobiega syntezie błędnej, skróco­
nej formy polipeptydu, kodowanego przez mRNA, 
którego integralność strukturalna została naruszona 
przez działanie egzo- lub endonukleaz.

Udział związanych z ogonem poli-A białek PABP 
w procesie inicjacji translacji zaobserwowano za­
równo w warunkach in vitro [66] jak  i in vivo [67], 
Badania z wykorzystaniem mRNA pozbawionych 
ogona poliadenylowego wykazały, że takie mutanty 
podlegały znacznie mniej wydajnej translacji. Po­
dobny efekt wywiera dodanie egzogennego, synte­
tycznego kompetytora poli-A do układu translacji in 
vitro [68]. Przyczyn tego zjawiska jest kilka. Po 
pierwsze, o czym wcześniej wspomniano, białka 
PABP związane z końcem 3 ’ mRNA zwiększają po­
winowactwo czynników inicjujących translację do 
struktury cap, czego wynikiem jes t  bardziej wydajne 
przyłączanie mniejszej podjednostki rybosomalnej 
do końca 5 ’ mRNA. Po drugie PABP uczestniczą w
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procesie przyłączania podjednostki 60S do zw iąza­
nej z kodonem AUG małej podjednostki 40S [69,70], 
Po trzecie fizyczna bliskość obu końców mRNA 
zwiększa lokalne stężenie kompleksów preini- 
cjujących 43S w pobliżu struktury cap , ponieważ po 
zakończeniu translacji niektóre podjednostki 40S 
pozostają związane z m RNA oraz przesuwając się w 
kierunku 3 ’ przyłączają potrójne kompleksy 
Met-tRNAi • eIF-2 • GTP i m ogą ponownie zostać 
użyte do inicjacji translacji [57].

V-7. Białka represorowe wiążące się z mRNA

W wielu mRNA występują miejsca potencjalnego 
wiązania białek represorowych. Miejsca te stanowią 
zdefiniowane sekwencje nukleotydowe, często 
uwikłane w specyficzne struktury drugorzędowe. 
Nie wszystkie mRNA występujące w cytoplazmie 
ulegają przepisaniu na polipeptydy, gdyż proces ten 
może być blokowany między innymi przez białkowe 
represory translacji, mogące wiązać się do sekwencji 
5 ’UTR lub 3 ’UTR [71]. Ten mechanizm kontroli

translacja zależy od sekwencji o długości 27 nukle- 
otydów, zlokalizowanej w 5 ’UTR ferytynowego 
mRNA. Ten wrażliwy na żelazo element IRE (ang. 
iron responsive elem ent) tworzy strukturę trzonu i 
pętli, która łącząc się z białkiem IRP (zdolnym do 
wiązania jonów żelaza) niezasocjowanym z Fe2+, 
całkowicie inhibuje syntezę ferytyny. Kiedy zaś 
wzrośnie stężenie Fe2+ w cytoplazmie białko to 
wiążąc jony żelaza oddysocjowuje od IRE aktywując 
proces translacji (rycina 2). Utworzenie kompleksu 
IRE-IRP uniemożliwia najprawdopodobniej przyłą­
czenie mniejszej podjednostki rybosomalnej, ponie­
waż element IRE znajduje się w pobliżu struktury 
cap [75]. Motyw IRE znaleziono również w innych 
mRNA kodujących białka związane z metabolizmem 
żelaza. Konserwatywnymi częściami struktury typu 
hairpin tego elementu jes t wybrzuszenie C i 6-nukle- 
otydowa pętla terminalna.

Szereg cząsteczek mRNA kodujących białka apa­
ratu translacyjnego, włączając rybosomalne białka 
strukturalne, w swoich regionach 5 ’UTR zawiera 
ciągi polipirymidynowe (pPy), uczestniczące w kon-

translacji określonych mRNA umożliwia bardzo 
szybką odpowiedź na stymulację czynnikami tak 
wewnątrz- jak  i zewnątrzkomórkowymi.

Model negatywnej kontroli translacji można naj­
lepiej prześledzić na przykładzie syntezy ferytyny -  
białka odpowiedzialnego za wewnątrzkomórkowe 
magazynowanie jonów  żelaza. Poziom syntezy tego 
białka jest zależny od stężenia żelaza w cytoplazmie 
[72-74]. Badania ze zrekombinowanym genem fery­
tyny wykazały, że regulowana przez jony  żelaza

Ryc. 2. Schemat mechanizmu 
regulacji efektywności 
translacji mRNA fery­
tyny w zależności od 
stężenia jonów  żelaza 
(+Fc —  wysoki, -Fe
—  niski poziom Fe2+)
—  szczegółow y opis 
w tekście. W ramce 
przedstawiono struk­
turą drugorządową 
elementu IRE znaj­
dującego się w mRNA  
łańcucha H ludzkiej 
ferytyny (kursywą za­
znaczono zachowaw­
cze zasady elementu 
IRE).

troli efektywności translacji [76]. W różnych typach 
komórek wydajność translacji z tych mRNA regulo­
wana jest przez mitogeny i sygnały różnicowania 
[77]. Różnej długości (5-14-nukleotydowe) ciągi 
pPy umieszczone są w sąsiedztwie struktury cap, a 
mutacje w obrębie tych sekwencji prowadzą do 
translacji konstytutywnej, co sugeruje, że działają 
one jako element negatywnej regulacji biosyntezy 
białka [78], Wykryto na przykład, że jedynie z natu­
ralnymi, a nie z pozbawionymi ciągów pPy sekw en­
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cjami liderowymi cząsteczek m RNA rybosomowych 
białek L32 i LI czynnik o masie 56 kDa wiąże się 
specyficznie [79, 80],

W czasie różnicowania krwinek czerwonych, 
mRNA kodujący erytrocytową 15-lipooksygenazę 
(LOX) jest syntetyzowany przez wszystkie etapy 
erytropoezy, lecz aktywność translacyjną wykazuje 
tylko w retikulocytach krwi obwodowej. 15-LOX 
jest enzymem katalizującym degradację fosfolipi­
dów, co prowadzi do niszczenia błon wewnętrznych, 
np. mitochondrialnych w dojrzewającym retikulocy- 
cie. Szczurzy mRNA LOX ma 10, a ludzki tylko 4 
tandemowe powtórzenia 19-nukleotydowych m oty­
wów, bogatych w pirymidyny, umieszczonych w czę­
ści 3 ’UTR. Do takich segmentów m ogą specyficznie 
przyłączać się białka retikulocytowe LOX-BP, 
będące represorami translacji 15-lipooksygenazy 
[81-83], Jest to pierwszy opisany przykład regulacji 
inicjacji translacji przez specyficzne interakcje 
białka z sekwencją położoną w 3 ’UTR informacyj­
nego RNA.

Negatywna kontrola ekspresji z udziałem białek 
represorowych może odbywać się również w syste­
mie autoregulacji. Wówczas translacja określonego 
mRNA znajduje się pod kontrolą jego produktu 
białkowego. Dobrze poznana jes t autoregulacja eks­

presji syntetazy tymidylowej (TS), kluczowego en­
zymu syntezy prekursorów DNA. Informacyjny 
RNA TS zawiera dwa miejsca specyficznego wiąza­
nia białka TS, z których jedno zlokalizowane jest w 
sekwencji liderowej i stanowi je  29-nukleotydowa 
struktura typu szpilki do włosów [84], Wykazano, że 
ludzkie białko TS specyficznie hamuje wydajność 
translacji m RNA TS w układzie in vitro  [85]. Inhibi­
cja translacji jes t  jednak całkowicie zniesiona w śro­
dowisku zawierającym substraty dla syntetazy tymi­
dylowej, takie jak  np. dUMP.

VI. Mechanizmy pozwalające ominąć 
pierwszy kodon AUG

Znakomita większość eukariotycznych mRNA 
jest monocistronowych i podlega inicjacji translacji 
z pierwszego kodonu AUG. Jednak jak  wcześniej 
wspomniano około 5-10% cząsteczek mRNA ma j e ­
den lub więcej tripletów AUG w regionach 5 ’UTR. 
W przypadku takich cząsteczek dochodzi do znacz­
nego obniżenia poziomu translacji, co opisano w roz­
dziale V-3. Istnieją trzy możliwe mechanizmy po­
zwalające odczytać właściwe, funkcjonalne kodony 
inicjujące (rycina 3) —  skaning przeciekowy, reini- 
cjacja i wewnętrzna inicjacja translacji.

iy c . 3. M echanizmy inicjacji translacji umożli­
wiające rozpoczęcie syntezy białka z kodo­
nu inicjującego, położonego poniżej innego 
tripletu AUG. Zwykle translacja zachodzi z 
pierwszego od końca 5 ’ kodonu AUG (A). 
Jednak w przypadku niektórych mRNA mo­
żliwa jest również inicjacja translacji z ko­
donu START leżącego poniżej innego/in­
nych tripletów AUG. M oże ona przebiegać 
według różnych mechanizmów: B —  reini- 
cjacji, C —  skaningu przeciekowego, D —  
wewnętrznej inicjacji translacji (szcze­
gółow y opis w tekście). Czarnymi liniami 
zaznaczono kierunek przesuwania się małej 
podjednostki rybosomalnej 40S wzdłuż 
cząsteczki mRNA, zaś szarymi —  syntety­
zowane polipeptydy. Na schemacie wskaza­
no „aktywne” A U G  i „nieaktywne” —  aug 
kodony inicjujące wraz z otoczeniem nukle- 
otydowym (Y —  pirymidyna).
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VI-1. Skaning przeciekowy

Skaning przeciekowy polega na tym, że część 
małych podjednostek rybosomalnych nie rozpoznaje 
pierwszego tripletu AUG i zatrzymuje się na drugim, 
czy jeszcze dalszym kodonie AUG. Większość opi­
sanych dotąd przypadków takiej formy skaningu w y­
nika z braku optymalnego kontekstu sekwencji w po­
bliżu tripletów AUG (rozdział V-2). Zatem im „gor­
szy” jest kontekst sekwencji w pobliżu pierwszego 
tripletu AUG z tym większą wydajnością  przebiega 
translacja drugiej ORF i vice versa. Opisano ponad 
dwadzieścia mRNA (głównie wirusowych), których 
pierwsze triplety AUG mając suboptymalne otocze­
nie sekwencji, pozw alają  na syntezę dwóch różnych 
białek z jednego m RNA [6, 37, 86, 87]. Istnieje rów ­
nież możliwość obejścia pierwszego tripletu AUG, 
niezależnie od kontekstu sekwencji, kiedy znajduje 
się on w odległości mniejszej niż 20 nukleotydów od 
końca 5 ’ mRNA [54, 88, 89]. Nowsze dane ekspery­
mentalne sugerują również, że skaning przeciekowy 
może być modulowany w zależności od fazy wzrostu 
komórek lub temperatury [90, 91].

VI-2. Reinicjacja

Gdy rybosom 80S zakończy translację pierwszej 
otwartej ramki odczytu, z cząsteczką mRNA może 
pozostać związana mniejsza podjednostka ryboso- 
malna 40S. Po przyłączeniu odpowiednich czynni­
ków inicjacyjnych może ona powtórnie rozpocząć 
skaning w poszukiwaniu kolejnego kodonu AUG 
(rycina 3). Zdolność podjednostki 40S do reinicjacji 
jest ograniczona długością pierwszej ORF. Z jed y ­
nych przeprowadzonych dotąd badań wynika, że 
długość ta nie powinna przekroczyć 30 kodonów 
[92]. Ponadto reinicjacja u Eukaryota przebiega z 
największą wydajnością kiedy kodon terminujący 
pierwszej ORF występuje w odpowiednio dużej od­
ległości od następnego cistronu [93]. Wynika to z ko­
nieczności ponownego związania kompleksu 
Met-tRNAi • eIF-2 przez podjednostkę 40S co w ym a­
ga odpowiednio długiego czasu [94]. Proces reinicja­
cji jest bardzo słabo poznany. Wiadomo jednak, że 
przebiega on z bardzo niską wydajnością.

VI-3. W ewnętrzna inicjacja translacji

Opisano kilka przykładów wirusowych cząste­
czek mRNA, które podlegają translacji według m e­
chanizmu niezależnego od struktury m 7G cap. W re­
gionie położonym powyżej otwartej ramki odczytu 
mają one element strukturalny określany jako w ew ­

nętrzne miejsce wiązania rybosomu —  IRES (ang. 
infernal ribosom e entry site), który zawiera długi, 
silnie ustrukturalizowany fragment RNA. Ten ele­
ment strukturalny wraz z szeregiem oddziałujących z 
nim czynników białkowych, wśród których znajdują 
się inicjacyjne czynniki translacyjne eIF-4F i eIF-3 
[95], tworzy platformę, do której w pobliżu kodonu 
AUG wiąże się kompleks preinicjujący 43 S [96-98]. 
Wykryto także kilka specyficznych dla różnych 
mRNA białek, niezbędnych do inicjowania translacji 
według mechanizmu IRES. Są nimi na przykład au- 
toantygen La niezbędny do translacji mRNA wirusa 
polio [99, 100] czy białko PTB wiążące się do 
ciągów połipirymidynowych cząsteczek RNA w iru­
sa EMCV [101, 102]. Elementy IRES wykryto 
początkowo w bogatych w krótkie ORF i bardzo 
długich regionach 5 ’UTR niektórych wirusów [24, 
103], jednak później opisano je  również dla kilku ko­
mórkowych mRNA [97, 104, 105]. Mechanizm w e­
wnętrznej inicjacji translacji, zwłaszcza w przypad­
ku komórkowych mRNA, jest jednak  nadal kwestio­
nowany przez niektórych autorów [5, 106].

VII. Związek z chorobami człowieka

Wiele mRNA pochodzących z tego samego genu 
w zależności od rodzaju tkanki może zawierać alter­
natywne regiony 5 ’UTR, które m ają znacząco różną 
zdolność translacyjną [5, 98]. Zjawisko to najczęś­
ciej związane jest z procesem alternatywnego 
składania RNA i/lub aktywnością różnych regionów 
promotorowych w poszczególnych typach komórek. 
Informacyjny RNA protoonkogenu c-mos może na 
przykład zawierać dwie różniące się długością i 
strukturą sekwencje liderowe (980 i 300 nukleoty­
dów), z których dłuższa bardzo silnie inhibuje proces 
biosyntezy białka [107]. Z kolei inny gen A TM  może 
tworzyć aż 12 różnych regionów 5 ’UTR, co wynika z 
aktywności w tym genie kilku regionów prom otoro­
wych oraz z alternatywnego składania mRNA. Te se­
kwencje liderowe, znacznie różniąc się długością 
(146-884 nt), zawartością krótkich ORF (od 1 do 8) 
oraz stabilnością struktury drugorzędowej (wartość 
AG od -27 do -147 kcal/mol), odgrywają istotną rolę 
w potranskrypcyjnej regulacji ekspresji genu [108], 
Badany w naszym laboratorium mRNA genu supre- 
sorowego BRCA1 również może zawierać dwa różne 
regiony 5 ’UTR (140 i 402 nt). Obie sekwencje lide­
rowe, ze względu na różną trwałość występujących 
w nich struktur Il-rzędowych, mogą być związane z 
różną zdolnością translacyjną poszczególnych 
mRNA, oraz zaburzona ich dystrybucja w kom ór­
kach nowotworów piersi w porównaniu ze zdrowymi
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komórkami gruczołu sutkowego może odgrywać 
istotną rolę w patogenezie choroby nowotworowej, 
poprzez znaczne obniżenie poziomu białka BRCA1 
[109],

W przypadku niektórych genów wykryto mutacje 
typu substytucji w sekwencjach odpowiadających 
regionom 5 ’UTR lub mutacje prowadzące do 
wydłużenia czy skrócenia regionów 5 ’UTR, odpo­
wiedzialne za różnego rodzaju choroby dziedziczne 
[5]. N a przykład mutacja germinalna prowadząca do 
utworzenia kodonu AUG w sekwencji liderowej 
mRNA genu p ló ,  związana z dziedziczną formą 
czerniaka, znacznie zmniejsza efektywność syntezy 
białka supresorowego p ló ,  co jes t powodowane 
obecnością „nienaturalnej” krótkiej ORF [110]. In­
nym przykładem m ogą być mutacje dynamiczne w 
genie FM R1, polegające na ekspansji trójnukleoty- 
dowych powtórzeń (CG G )n znajdujących się w se­
kwencji odpowiadającej regionowi 5 ’UTR mRNA 
FMR1. Prowadzą one do obniżenia ekspresji tego 
genu, co jes t związane ze znacznym zwiększeniem 
stabilności struktury drugorzędowej, tworzonej 
przez sekwencję liderową [111], a w konsekwencji 
są odpowiedzia lne za część przypadków  jednostki 
chorobowej zwanej zespołem  łam liw ego chrom oso­
mu X.
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Perspektywy wykorzystania syntetycznych wirusów w 
terapii genowej 

Prospects of using synthetic viruses in gene therapy
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W ykaz stosowanych skrótów: Arg-Chol —  co-50C-arginino- 
glicynian cholesterolu; A SO R —  (receptor) asjaloorozomuko- 
proteidowy; BGTC —  3-P-[(N ’,N-diguanidynoetyloam inoeta- 
no) karbamoilo] cholesterol; BO C  —  grupa ochronna tert-bu- 
tyloksykarbonylowa; CHIm —  karbam inian (3-im idazolo-l- 
izopropylo) cholesterolu; CTAB —  brom ek cetylotrim etylo- 
amoniowy; DC-6-14 —  chlorek 0 , 0 ’-ditetradekanoilo-N -(a- 
trim etyloam onioacetylo) dietanoloam iny DC-Chol —  3P-[N- 
(N ’,N ’-dim etyloam inoetano)karbam oilo] cholesterol; DDAB 
—  brom ek dim etylodioktadecyloam oniow y; DM RIE —  bro­
mek 1,2-dimirystylooksypropylo-3-dim etylohydroksyetylo- 
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olu; DOSPA —  trifluorooctan 2,3-dioleilooksy-N-[2(sperm ino- 
karboksam ido)etylo]N ,N -dim etylo-1 -propanam iniowy; DOT- 
AP —  metylosiarczan N -[l-(2 ,3-dioleilooksy)propy- 
lo]-N ,N,N ,-trim etyloam oniowy; DOTB —  1,2-diole-
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lo]N,N ,N-trimetyloam oniowy; DPPES —  dipalmitoilofosfaty- 
dyloetanoloam idospermina; DTAB —  brom ek didecylotrim ety- 
loamoniowy; Lys-Pam2-G roPEtn —  kwas lizynylo-dipalmito-
ilo-(L)-a-fosfatydyloetanolo-am ino-2-trifIuorooctow y, PE —  
fosfatydyloetanoloamina; PEG —  glikol polietylenowy; PEI —  
polietylenoim ina; SA —  stearyloamina; Spd —- spermidyna; 
Spd’-Chol —  3-P-[(N ‘- i N 8-sperm idyno)karbam oilo]choleste-
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rol; TTAB —  brom ek tetradecylotrim etyloam oniow y.

I. Wstęp

Podstawowym założeniem terapii genowej jest 
wprowadzenie do komórek terapeutycznego genu. W 
przypadku terapii genowej nowotworów dostępne 
obecnie metody transferu DNA in vivo  ( z zastosowa­
niem np. liposomów czy zmodyfikowanych w iru­
sów) umożliwiają wprowadzenie do komórek now o­
tworowych tzw. genów samobójczych (zob. [1]) lub 
genów cytokin pobudzających przeciwnowotwo- 
rową odpowiedź immunologiczną (zob. [2]), genów 
proapoptotycznych (zob. [3]) lub genów hamujących 
angiogenezę (zob. [4]).

Transfer materiału genetycznego do komórek 
stwarza jednakże niemałe kłopoty. Jak dotąd brak no­
śników, które posiadałyby takie zalety jak  np.: 
ochrona podanego in vivo DNA przed degradacją, 
tkankowa wybiórczość, niskie ryzyko rekombinacji 
genetycznej (aktywacji onkogenów) i niepożądanej 
odpowiedzi immunologicznej. Ogranicza to rozwój 
terapii genowej.

Stosowane obecnie nośniki terapeutycznego DNA 
to pewne zmodyfikowane wirusy lub tzw. nośniki 
niewirusowe.

Do tych ostatnich zaliczają się liposomy kationo­
we (sferyczne agregaty lipidowe) [5, 6], obdarzone 
ładunkiem oligo- i polipeptydy (np. peptyd I [7], po-
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li-L-lizyna [np. 8], histydylowana poli-L-lizyna [9], 
poli-L-ornityna [10]), lipidowe pochodne poliamin 
[11]) oraz różne kationowe polimery (np. polietyle- 
noimina [np. 12-14], dendrymery poliamidoamino- 
we [15] polimerosomy (kopolimery polietylenogli- 
kolu i polietyloetylenu)[16] oraz polimery poliw iny­
lowe [17]).

Ze względu na ryzyko mutacji insercyjnych i 
wywoływanie odpowiedzi immunologicznej gospo­
darza przez nośniki wirusowe obecnej generacji, no­
wym rozwiązaniem, jeśli  chodzi o transfer D NA  w 
warunkach in vivo , m ogą okazać się nośniki niewiru- 
sowe, zwłaszcza tzw. „syntetyczne w irusy“ . Pod po­
jęciem  „syntetycznych w irusów “ rozumie się stabil­
ne w kontakcie z płynami ustrojowymi układy supra- 
m olekulame posiadające domeny funkcjonalne po­
dobne lub analogiczne do występujących u natura l­
nych wirusów (patrz Ryc. 1). Dzięki obecności ta­
kich modularnych domen syntetyczny wirus może in 
vivo kierować się do określonych tkanek, wydajnie

Składowe syntetycznego wirusa

penetrować błonę kom órkow ą oraz opuszczać 
światło pęcherzyków endocytarnych.

W przygotowaniu tego rodzaju niewirusowych 
nośników DNA wykorzystuje się zjawisko sponta­
nicznej agregacji cząsteczek lipidów w określonych 
warunkach [18-20], Agregacja ma miejsce np. pod­
czas sonikacji emulsji lipidów ultradźwiękami. W 
wyniku agregacji cząsteczek lipidów powstaje układ
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supramolekularny charakteryzujący się obecnością 
wspomnianych domen pełniących określone funk­
cje, np. kondensacji DNA, rozpoznawania recepto­
rów powierzchni komórki, fuzji z błoną endosomu i 
translokacji jądrowej.

Prostota, niskie koszty, możliwość systemowego 
wprowadzenia DNA za pom ocą posiadającego po­
dwójną swoistość (transdukcyjną i transkrypcyjną) 
kompleksu z pochodnymi lipidów mogą okazać się 
zaletami syntetycznych wirusów.

Niniejsza praca stara się pokazać rozwój badań 
nad uniwersalnym syntetycznym nośnikiem DNA.

II. Domena kondensująca

Podstawowym elementem budowy syntetycznego 
wirusa jest tzw. dwuwarstwa lipidowa (ang. lipid bi- 
layer) otaczająca część wewnętrzną omawianej 
struktury [18-20]. W skład tworzących j ą  dwu 
warstw lipidowych wchodzą obdarzone ładunkiem

Ryc. 1. Syntetyczny wirus. Prowizoryczny schemat 
niewirusowego nośnika DNA tzw. synte­
tycznego wirusa zawierającego cztery pod­
stawowe domeny funkcjonalne. Schemat 
pokazuje samoagregujące lipidy upakowane 
w tzw. dwuwarstwę lipidową. Niektóre 
cząsteczki lipidów posiadają wypadkowy 
ładunek dodatni (domena kondensująca), do 
innych przyłączone są kowalencyjnie różne 
ligandy (domeny transdukcyjna i fuzogen- 
na). Symbolicznie zaznaczono przenoszony 
plazmidowy DNA zawierający transgen 
oraz jego promotor (mogący pełnić równo­
cześnie rolę domeny lokalizacji jądrowej —  
patrz tekst).

lipidy kationowe oraz inne lipidy, elektrostatycznie 
obojętne. Otoczka tego rodzaju, tzw. domena kon­
densująca stanowi podstawową domenę syntetycz­
nego wirusa. Jej funkcją jest kondensacja i ochrona 
przenoszonego in vivo  plazmidowego DNA przed 
enzymatyczną degradacją. Kondensacja przenoszo­
nego DNA jest podstawowym wymogiem skuteczne­
go transferu przez błonę komórkową. Bez neutraliza- 
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cji ujemnego ładunku i zmniejszenia liniowych roz­
miarów nieskondensowanych cząsteczek transport 
DNA przez błonę komórki wydaje się niemożliwy.

W fizjologicznym pH lipidy kationowe liposomo- 
wej „otoczki“ nośnika niewirusowego obdarzone są 
wypadkowym ładunkiem dodatnim. W wyniku zm ie­
szania plazmidowego DNA (posiadającego ładunek 
ujemny) z emulsją zawierającą nośnik lipidowy do­
chodzi do ich wzajemnego oddziaływania elektrosta­
tycznego. Jego następstwem są zmiany konforma- 
cyjne zarówno w lipidzie jak  i w DNA. Zmiany DNA 
obejmują zmniejszenie jego efektywnych rozmiarów 
(kondensację) dzięki zobojętnieniu ujemnych ładun­
ków grup fosforanowych. DNA przyjmuje wówczas 
kształt mocno zbitego kłębka. Szereg badań wskazu­
je  na niejednorodność, różną wielkość oraz kształt 
kompleksów. Powstawanie kompleksów zależy od 
stosunku molowego składowych kompleksu, struk­
tury lipidów, pH, siły jonowej oraz innych czynni­
ków. Jest ono najszybsze gdy wypadkowy ładunek 
kompleksu waha się w granicach 1,0-1,1, zaś gdy 
ładunek wypadkowy kompleksu przewyższa 1,2 
osiąganie stanu równowagi tworzenia kompleksu 
jes t wydłużone [21]. Ma to duże znaczenie dla w y­
dajności transferu DNA in vivo.

Istnieją rozbieżności co do konformacji po­
wstającego kompleksu: część danych wskazuje na 
powstanie ciągłej struktury lipidowej otaczającej 
cząsteczkę DNA [22], inna część przemawia za loka­
lizacją DNA na powierzchni kompleksu[21], a je sz ­
cze inna sugeruje, że lipidy nie tworzą w kompleksie 
dwuwarstwy [23] lub tworzą wysoko uporządkowa­
ne struktury wielowarstwowe pomiędzy którymi 
znajduje się upakowany DNA [24],

Powstały kompleks zwany jest lipopleksem jeśli 
nośnikiem DNA są liposomy kationowe, zaś jeśli w 
roli nośnika występują polimery kationowe lub oba 
naraz to kompleksy noszą nazwę odpowiednio poli- 
pleksu albo lipopolipleksu [25].

Istotnym jest czy wprowadzane systemowo kom ­
pleksy DNA i lipidów kationowych rzeczywiście 
uczestniczą bezpośrednio w transferze in vivo DNA 
do komórki czy też lipidowe składniki kompleksu 
s łużą jedynie jako  pozakomórkowy nośnik tzw. „na­
giego“ , to jest nieskompleksowanego DNA, 
mającego również zdolność transfekcji [26]. W 
wyjątkowych sytuacjach, np. w transferze terapeu­
tycznych genów do pewnych typów guzów now o­
tworowych „nagi“ DNA może być przydatny [27], 
Panuje jednak raczej powszechne przekonanie, że 
skuteczność systemowej terapii genowej now otw o­
rów zależy od dostarczenia terapeutycznego DNA do 
krwiobiegu w postaci kompleksu z nośnikiem. Bada­

nia dowiodły, że podanie „nagiego“ DNA, nawet w 
ilościach prowadzących do stałego stężenia w suro­
wicy krwi, nie powoduje ekspresji transgenu w tkan­
kach [28]. Natomiast wprowadzenie do krwiobiegu 
DNA skompleksowanego z lipidami a następnie nie­
skompleksowanego DNA nie obniża ekspresji 
wpierw wprowadzonego DNA. Dowodzi to, że no­
śniki lipidowe grają czynną rolę w procesie transfe­
ru genów  a nie uwalniają jedynie cząsteczki DNA 
zdolne do transfekcji komórek. Spostrzeżenie grupy 
Szoki potwierdza celowość prac nad syntetycznymi 
nośnikami DNA, zdolnymi m. in. do kondensacji 
DNA i ochrony przed enzymami litycznymi [28].

Lipidy kationowe to amfipatyczne cząsteczki 
składające się z części hydrofobowej, którą tworzą 
pochodne lipidów oraz części hydrofitowej, którą 
stanowią różne protonowalne ugrupowania. Obie 
części scala (wiązaniami typu eterowego, estrowego, 
amidowego lub karbamoilowego) łącznik o różnej 
liczbie atomów węgla w łańcuchu. Obecność tych 
elementów jes t wspólnym mianownikiem budowy 
wszystkich lipidów kationowych, które poza tym 
znacznie różnią się strukturalnie.

Pierwszy kationowy lipid, DOTM A (nazwy che­
miczne omawianych lipidów -  patrz wykaz stosowa­
nych skrótów), zsyntezowali w 1987 roku 
F e i g n e r  i w s p .  [5], Nowsze lipidy kationowe 
typu DO TM Y to DMRIE i DORIE [29], DOTAP, 
DOTB oraz DOSC [30]. Obecnie do grupy tych lipi­
dów, zawierających jedno lub więcej ugrupowań ob­
darzonych w warunkach fizjologicznych ładunkiem 
dodatnim (pochodne czwartorzędowych związków 
amoniowych) zalicza się ponad sto zsyntezowanych 
związków [31].

Wiązanie eterowe (obecne np. w DOTMA, 
DM RIE) trudno ulega biodegradacji podczas gdy 
wiązanie estrowe (obecne np. w DOTAP, DOTB i 
DOSC) łatwiej ulega hydrolizie [32], Związkiem na­
leżącym do omawianego typu lipidów kationowych, 
który ostatnio okazał się skuteczny (w kombinacji z 
DOPE oraz cholesterolem) w transferze DNA in vivo 
jest lipid DC-6-14 [33]. Skuteczność transfekcji z 
udziałem tego związku potwierdza przypuszczenia, 
że hydroksyetylowe czwartorzędowe pochodne 
amoniowe zawierające łańcuchy dimirystylowe (jak 
np. w DM RIE) lepiej nadają się do tworzenia stabil­
nych dwuwarstw lipidowych od pochodnych z łańcu­
chami zarówno dłuższymi jak  i krótszymi [29].

Inna grupa związków kationowych znajdujących 
zastosowanie w kom ponowanych nośnikach niewi- 
rusowych to alkiloaminy lub alkiloamidy. Należą do 
nich m. in. czwartorzędowe detergenty amoniowe: 
CTAB, DTAB, TTAB, stearyloamina oraz DDAB [ 1,
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2, 34], Do związków tych zaliczają się również lipi­
dowe pochodne poliamin sperminy i spermidyny w y ­
kazujące zdolność do samoagregacji i trwałej kon­
densacji DNA w warunkach fizjologicznych np. 
DOGS i DPPES [11]. Do lipidowych pochodnych 
poliamin zaliczyć należy także DOSPA [35]. 
Związek ten posiada w części hydrofobowej reszty 
oleilowe (podobnie jak  DOTM A), natomiast do czę­
ści kationowej dołączona jes t  spermina. Przy fizjolo­
gicznym pH wypadkowy ładunek elektryczny części 
kationowej wynosi +5. Liposomy tego typu wyka­
zują zwiększoną zdolność transfekcji komórek in v i­
tro w porównaniu z liposomami monokationowymi 
(np. DOTMA). Skuteczność transfekcyjna nośników 
zawierających lipopoliaminy najprawdopodobniej 
jest w ypadkową trzech czynników: 1° zdolności do 
upakowania DNA, 2° zwiększonej gęstości ładunku 
w grupie aminowej w porównaniu z ugrupowaniem 
amoniowym (w tym ostatnim ładunek jes t rozmyty 
na większą ilość protonów co powoduje słabsze od­
działywanie z resztami fosforanowymi i karboksylo­
wymi związków wchodzących w skład błony kom ór­
kowej), 3° obecności zasadowej aminy drugorzędo- 
wej (np. w DOGS) posiadającej pK~5.4 i mogącej 
buforować kwasowość endosomów, chroniąc po­
średnio DNA przed degradacją [35].

Jeszcze inny typ lipidów kationowych to synte­
tyczne pochodne imidazolu, np. DOTIM  [36] lub 
pewnych fosfatydyloetanoloamin, takich jak  DPPES
[11] czy Lys-Pam2-GroE>Etn [21].

Ostatnim typem omawianych związków kationo­
wych są pochodne cholesterolu. Za pierwszy 
związek tego rodzaju uważa się DC-Chol, zsyntezo- 
wany na początku lat dziewięćdziesiątych przez 
G a o  i H u a n g a  [6]. W związkach tego typu chole­
sterol połączony jes t z ugrupowaniami zawie­
rającymi pierwszo-, drugo- lub trzeciorzędowe gru­
py aminowe (w odróżnieniu od analogów DOTMA 
zawierających zwykle czwartorzędowe ugrupowania 
amoniowe) za pom ocą różnych łączników. Łącznik 
obecny w DC-Chol zawiera wiązanie typu karbamo- 
ilowego. Dzięki obecności takiego wiązania lipidy 
typu DC-Chol są dość stabilne chemicznie (w porów ­
naniu z lipidami zawierającymi wiązanie eterowe lub 
estrowe), np. nie ulegają łatwo utlenianiu. Natomiast 
w komórce są one rozkładane przez esterazy i łatwo 
metabolizowane. In vitro  DC-Chol jes t  co najmniej 
pięciokrotnie mniej toksyczny od DOTM A [6].

Pochodne cholesterolu m ogą tworzyć w środowi­
sku wodnym, w kombinacji z DOPE, struktury za­
wierające dwuwarstwę lipidową [32]. Obecność cho­
lesterolu w nośniku stabilizuje dwuwarstwy lipido­

we i zwiększa ich oporność na destrukcyjne działanie 
białek osocza krwi i chroni DNA przed enzymami li­
tycznymi [36-38].

W badaniach przydatności do transfekcji in vivo 
nośników zawierających DC-Chol stwierdzono 
obecność transgenu w komórkach po upływie 20 dni 
od dożylnego podania zwierzętom [39]. Nie stwier­
dzano objawów zapalnych ani zmian aktywności ba­
danych enzymów wątroby ani też nie stwierdzano za­
burzeń rytmu pracy serca lub niedokrwienia mięśnia 
sercowego [40]. DC-Chol był wykorzystany w pró­
bach terapii genowej [np. 41],

Cholesterol wykorzystano w syntezie innych lipi­
dów kationowych, np. CHIm [42], BGTC [43], 
połączeń cholesterolu ze spermidyną [31,44-46], ga- 
laktozą [47]. Transfekcję z udziałem tych pochod­
nych cholesterolu badano zarówno in vitro jak  rów ­
nież in vivo.

Również wykorzystywano cholesterol w charak­
terze obojętnego składnika liposomów kationowych 
[33, 48, 49]. Kompleksy DNA z nośnikiem zaw ie­
rającym cholesterol w połączeniu z DMRIE, podane 
systemowo ciężarnym myszom, okazały się zdolne 
do pokonania bariery łożysko-płód. Ekspresję trans­
genu stwierdzono u potomstwa tych myszy [49].

DC-Chol jes t przykładem monokationowej po­
chodnej lipidowej zaś BGTC lub pochodne spermi- 
dynowe są przykładem pochodnych oligokationo- 
wych. Substancje, które przy fizjologicznym pH są 
protonowane (np. spermidyną) nadają połączeniu z 
cholesterolem charakter oligokationu. Zwiększona 
gęstość ładunku dodatniego nośnika (w porównaniu 
z nośnikami monokationowymi) umożliwia wydajne 
kompleksowanie i kondensację posiadających u jem ­
ny ładunek cząsteczek DNA oraz przyczynia się do 
wzrostu wydajności endocytozy takiego kompleksu. 
Silnie zasadową grupę guanidynową zdolną do kom- 
pleksowania DNA zawiera także arginina [50]. 
Przykładem lipidu kationowego opartego na 
połączeniu fragmentu cholowego cholesterolu z m o­
dyfikowaną sterycznie argininą jest Arg-Chol [51].

Innym jeszcze lipidowym składnikiem konstru­
owanych obecnie nośników niewirusowych może 
być fosfatydyloetanoloamina modyfikowana za po ­
m ocą polietylenoglikolu (PEG-PE) [52]. Do końca 
cząsteczki PEG może być dołączony ligand, jak  np. 
w amino-PEG-PE, metoksy-PEG-PE i hydrazy- 
do-PEG-PE [53], Liposomy zawierające pochodne 
PEG mają wydłużony czas półtrwania w krwiobiegu 
gdyż dzięki efektywnemu ekranowaniu przez PEG są 
skuteczniej chronione przed obdarzonymi ujem nym  
ładunkiem składnikami surowicy [54]. Obecność gli-
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kolipidowych lub fosfolipidowych pochodnych PEG 
w błonach liposomalnych powoduje także znaczne 
zmniejszenie fagocytozy liposomów tego typu [52].

Zależność pomiędzy strukturą lipidu kationowego 
a wydajnością procesu transfekcji jes t  złożona po­
nieważ lipidy kationowe m ogą być elementem budo­
wy także innych domen syntetycznego wirusa. Wy­
daje się jednak, że do bardziej istotnych cech w ydaj­
nych transfekcyjnie lipidów kationowych należą; I o 
tzw. temperatura przejścia fazowego Tc lipidu niższa 
od 37°C [21] (powyżej Tc dwuwarstwa lipidowa jest 
w stanie tzw. ciekłokrystalicznym i następuje sam o­
rzutna naprawa jej defektów strukturalnych po­
wstałych w trakcie formowania liposomów), 2° niska 
toksyczność związku [41], 3° wartość tzw. poten­
cjału zeta będącego miarą ładunku powierzchniowe­
go liposomów, wyznaczającego rozmiar kom plek­
sów danego nośnika z DNA [55].

Zsyntezowano także inne struktury mogące pełnić 
rolę otoczki sztucznego wirusa. Są to analogiczne do 
liposomów układy zwane polimerosomami. Składają 
się one z amfipatycznych kopolimerów zawie­
rających np. glikol polietylenowy (PEG) i polietylo- 
etylen [16]. W porównaniu z dwuwarstwami lipido­
wymi charakteryzują się one o wiele w iększą odpor­
nością mechaniczną i mniejszą przepuszczalnością 
dzięki selektywności metod sieciowania polimeru.

III. Systemowe wprowadzanie kompleksu 
nośnik-DNA in vivo

Badania nad degradacją lipopleksów wykazały, 
że DNA jest usuwany z krążenia w ciągu 5 minut od 
podania lipopleksu, zaś internalizowany przez ko­
mórki nabłonkowe płuc —  w ciągu pierwszych 60 
minut [56]. Zatem skutecznie działający nośnik nie- 
wirusowy podany systemowo powinien przetrwać w 
krwiobiegu przez okres rzędu godziny.

Próbuje się różnych metod stabilizacji kom plek­
sów nośnik-DNA w obecności surowicy. Jedną z m e­
tod jest tzw. prekondensacja DNA, poprzedzająca 
utworzenie właściwego kompleksu z lipidem katio­
nowym. Do tego celu nadają się np. bogate w lizynę 
albo argininę peptydy kationowe mające sekwencje 
podobne do tych, które występują w histonie HI oraz 
protaminie. Zwiększona w wyniku prekondensacji 
wydajność transfekcji nie zależy od typu komórek 
[57].

Stabilizację kompleksu nośnik-DNA w obecności 
surowicy powoduje też wprowadzenie uprzednio do 
krwiobiegu „zwykłych“ (niekationowych) liposo­
mów przenoszących prolek dichlorometylenobisfos- 
fonian, hamujący aktywność makrofagów [58]. Se­
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lektywnie pobieranie przez makrofagi wątroby i śle­
dziony liposomów z prolekiem prowadzi do zredu­
kowania liczebności populacji tych komórek. Ponie­
waż makrofagi pełnią kluczow ą rolę w usuwaniu z 
krwiobiegu kompleksów niewirusowych nośników z 
DNA, w wypadku wprowadzenia lipopleksów do 
układu krążenia obserwuje się wzrost wydajności 
transfekcji.

Opracowano też metodę zamykania plazm idowe­
go DNA w nośniku-otoczce lipidowej zawierającej 
lipid kationowy, fuzogenny lipid neutralny i zdolną 
do dysocjacji cząsteczkę PEG [59]. Kompleks taki 
posiada wymiary poniżej 70 nm, jes t oporny na de­
gradację i nadaje się do podawania ustrojowego. Jed­
nocześnie cząsteczki PEG połączone z nośnikiem 
łańcuchami ceramidowymi m ogą ulegać dysocjacji. 
Umożliwia to oddziaływanie takich nośników z ko­
mórkami docelowymi i destabilizację błony plazma- 
tycznej.

IV. Transfer lipopleksów do komórek

Wniknięcie skompleksowanego DNA do komórki 
jest możliwe dzięki oddziaływaniom elektrostatycz­
nym pomiędzy dodatnio naładowanym lipidowym 
nośnikiem DNA w kompleksie a błoną komórkową 
obdarzoną ładunkiem ujemnym. Niekiedy w miejscu 
adsorpcji dochodzi do destabilizacji i deformacji 
błony komórkowej. Destabilizacja ta umożliwia fu­
zję lipidów w miejscu kontaktu nośnika z błoną lub 
spontaniczną endocytozę kompleksu, w której po­
średniczą proteoglikany [zob. 56, 60]. Dla kom plek­
sów zawierających stabilne dwuwarstwy lipidowe 
większe znaczenie wydaje się mieć endocytoza. 
Sama fuzja z błoną komórki wydaje się odgrywać 
mniejszą rolę, czego zdają się dowodzić np. do­
świadczenia z udziałem czwartorzędowych deter­
gentów amoniowych zdolnych do transfekcji lecz nie 
do fuzji z błoną.

Wydajność endocytozy zależy m. in. od ilości, ro­
dzaju i rozkładu przestrzennego ładunków dodatnich 
lipidu kationowego, rozmiaru powstałych komplek­
sów DNA-lipidy i ich ładunku wypadkowego. Wyda­
je  się, że w warunkach in vitro transfer DNA jest naj­
bardziej skuteczny gdy tzw. współczynnik p kom ­
pleksu (stosunek ładunków dodatnich do ujemnych 
w kompleksie) przekracza 1,2 [21 ]. Natomiast w w a­
runkach in vivo optymalna wartość współczynnika p 
wynosi 1,0-1,1 [61]. Internalizacja kompleksów w 
drodze endocytozy jes t  jednak  powolna: po upływie 
szeregu godzin nie więcej niż 70% kompleksów zo­
staje internalizowanych [21].
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V. Domena transdukcyjna

Obecność lipidu z przyłączonym kowalencyjnie 
ligandem podczas spontanicznej agregacji dwuwar- 
stwy lipidowej umożliwia rozpoznawanie przez no­
śnik swoistego receptora na powierzchni komórek, 
np. nowotworowych. Obecność tej tzw. domeny 
transdukcyjnej powinna umożliwiać wysoką swo­
istość wprowadzania DNA do komórek.

Swoiste wprowadzanie DNA do określonych ty­
pów komórek um ożliwiają nośniki zawierające takie 
ligandy jak  galaktoza [18, 62], kwas foliowy [63, 
64], insulina [65], transferyna [66], peptydy wiążące 
się z integryną [67, 68] i inne. Np. reszty galaktozo- 
we połączone kowalencyjnie z polilizyną sa rozpo­
znawane przez receptor asjaloorozomukoproteido- 
wy (ASOR) [69]. W budowanie do dwuwarstwy lipi­
dowej cholesterolu z galaktozą umożliwia rozpozna­
wanie przez liposomy receptorów asjaloglikoprote- 
inowych komórek wątroby [47]. W niektórych bada­
niach próbowano również stosować związany z poli­
lizyną asjaloorozomukoid (po usunięciu neuramini- 
dazą kwasu sjalowego) [70].

Do swoistego wprow adzania DNA do komórek 
wątrobiaka za pośrednictwem receptora asjalogliko- 
proteinowego wykorzystano połączenie galaktozy z 
histonem HI [71]. Za pośrednictwem receptora ser- 
piny do tych komórek wprowadzono też kompleks 
plazmidowego DNA z koniugatem poli-L-lizyny i 
peptydu zawierającego sekwencję pięciu am inokwa­
sów rozpoznawanych przez ten receptor [72].

Do swoistego wprowadzania DNA do określo­
nych komórek można również wykorzystać tzw. im- 
munoliposomy to jes t liposomy, w których funkcje 
Uganda pełnią monoklonalne przeciwciała. Przykła­
dem takiego zastosowania, in vitro , m ogą być immu- 
noliposomy połączone z przeciwciałami skierowa­
nymi przeciwko białkom CD4 i CD8 na powierzchni 
niektórych komórek nowotworowych [73].

VI. Domena fuzogenna

Trzecią domeną, k tórą powinien zawierać synte­
tyczny wirus to tzw. domena fuzogenna (endosomo- 
lityczna). Domena ta umożliwia destabilizację i roz­
pad endosomu, tj. struktury cytoplazmatycznej, 
wewnątrz której znalazły się wchłonięte w trakcie 
endocytozy kompleksy DNA i nośnika. Destabiliza­
cja dwuwarstwy lipidowej endocytów i rozpad pę­
cherzyków, tzw. endosomoliza, prowadzi do uwal­
niania kompleksu do cytoplazmy [32, 74]. Tylko 
około 15% endosomów ulega procesowi destabiliza­
cji, prowadzącemu do uwolnienia ich zawartości do

cytoplazmy [75]. Reszta ulega przekształceniu w li- 
zosomy, w których dochodzi do całkowitej degrada­
cji kompleksów nośnik-DNA.

Destabilizacja błony endosomu i uwolnienie kom ­
pleksów nośnik-DNA do cytoplazmy zależąm. in. od 
rodzaju lipidu kationowego oraz lipidu dopełnia­
jącego we wprowadzonym kompleksie oraz pH 
wewnątrz endosomu. Destabilizacji endosomu 
sprzyja także zobojętnienie ładunku lipidu kationo­
wego w kompleksie przez spontanicznie przem iesz­
czające się z zewnętrznej do wewnętrznej mono w ar­
stwy endosomu lipidy o charakterze anionowym. N a­
stępujące zobojętnienie ładunku lipidów kationo­
wych zaburza oddziaływania elektrostatyczne tych 
lipidów z DNA i prowadzi do jego uwalniania z kom ­
pleksu [75]. Destabilizująco na endosomy działa 
chlorokina [29]. Związek ten posiada słabo zasado­
wy charakter i gromadząc się w endosomach zapo­
biega „dojrzewaniu“ endosomu oraz jego łączeniu 
się z lizosomami. Podobnie destabilizująco na en­
dosomy działają inne substancje, np. gramicydyna S 
[76], listeriolizyna O [77] czy egzotoksyna A bakte­
rii Pseudom onas  [78].

Zależna od pH endosomoliza może też zachodzić 
dzięki obecności w nośniku lipidów sprzężonych 
chemicznie z syntetycznymi peptydami o sekwencji 
podobnej do N-końca podjednostki HA-2 hemaglu- 
tyniny wirusa grypy [79]. Zależna od pH fuzja błony 
endosomu z tzw. wirosomami zawierającymi rekon­
stytuowaną hemaglutyninę oraz wiążące DNA lipidy 
kationowe również prowadzi do zwiększenia ekspre­
sji przenoszonego transgenu [80].

Właściwości endosomolityczne wykazuje także 
polietylenoimina (PEI) mogąca równocześnie, ze 
względu na zdolność kondensacji DNA, pełnić funk­
cję dwóch wymienionych wyżej domen [12, 68]. 
Inną jeszcze m ożliwością zwiększenia wydajności 
wprowadzania DNA do komórek in vivo w oparciu o 
wykorzystanie domeny endosomolitycznej jes t  ko­
walencyjne sprzęganie lipidów z peptydami zdolny­
mi do destabilizacji błon, np. m elityną [81] czy czę­
ściowo histydylowaną poli-L-lizyną [9]. pK układu 
imidazolowego (~6) powoduje, że podczas dojrze­
wania endosomu następuje protonacja histydyny i 
destabilizacja błony endosomu zawierającego taki 
nośnik.

VII. Domena translokacji jądrowej

Domena syntetycznego wirusa mająca ułatwiać 
przemieszczanie się wprowadzanego kompleksu lub 
samego transgenu do jądra stransfekowanej komórki 
nosi nazwę domeny translokacji jądrowej.
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Etap związany z wniknięciem cząsteczek DNA 
do jądra komórkowego jes t krytyczny dla wydajno­
ści lipofekcji czy polifekcji. Bez wspomnianej do­
meny kompleksy przemieszczające się do jądra ko­
mórki stanowią niewielką ilość uw olnioną z endoso- 
mów [71]. Los kompleksów nośnik-DNA w cytopla- 
zmie nie jes t jasny. Możliwe, że dochodzi do całko­
witej lub częściowej dysocjacji DNA od nośnika w 
drodze wymiany z innymi polianionami (RNA, fos- 
fatydyloseryną, proteoglikanami).

Teoretycznie rozmiar porów w błonie jądrowej 
wyklucza dyfuzję cząsteczek większych niż 40kDa, 
w tym także DNA [21]. Ogólnie rzecz biorąc, uw ol­
niony z endosomów plazmidowy DNA może więc 
wnikać do jądra komórki albo pasywnie, podczas jej 
podziału (co tłumaczyłoby łatwość transfekowania 
komórek intensywnie dzielących się), albo aktywnie 
—  jeżeli towarzyszy mu tzw. sygnał lokalizacji 
jądrowej.

Wprowadzenie do nośnika takiego sygnału może 
polegać na kowalencyjnym połączeniu części lipi­
dów tworzących nośnik z histonami, peptydami czy 
defektywnymi wirusami. Przykładem jest peptyd I 
składający się z dwudziestu aminokwasów końca 
N H 2 białka włóknistego adenowirusa oraz szeregu 
reszt lizynowych [7]. Oprócz sekwencji lokalizacji 
jądrowej peptyd ten zawiera motyw NPXY zw ięk­
szający wydajność endocytozy, a reszty lizynowe 
sprzyjają dodatkowo kondensacji DNA. Innym 
przykładem jest poli-L-lizyna, sprzęgnięta z zawie­
rającym sygnał NLS fragmentem późnego antygenu 
SV40, [82].

Innym rozwiązaniem prowadzącym do obecności 
sygnału lokalizacji jądrowej jes t odpowiednia kon­
strukcja samego transfekowanego DNA. Polega ona 
na wbudowaniu do plazmidu promotora swoistego 
tkankowo genu [83]. Promotor taki wiąże swoiście 
czynniki transkrypcyjne obecne w cytoplazmie 
stransfekowanych komórek. Ponieważ czynniki te 
posiadają również (inne domeny) sekwencje lokali­
zacji jądrowej możliwa jest zatem translokacja do 
jądra wtórnych kompleksów zawierających czynniki 
transkrypcyjne i wprowadzony DNA (być może z no­
śnikiem). W transporcie (translokacji) bierze udział 
specyficzne białko receptorowe (importyna) kie­
rujące kompleks do porów jądrow ych [84]. 
Przykładem takiego rozwiązania jes t  umieszczenie 
w plazmidzie promotora dla czynnika transkrypcyj- 
nego Pax-6 swoistego dla niektórych komórek m ó­
zgu, lub promotora dla czynnika transkrypcyjnego 
AP-2b swoistego dla tkanek gałki ocznej. Innymi 
przykładami są promotor zawierający miejsca 
wiążące dla GATA-1 i czynniki transkrypcyjne swo­

iste dla komórek układu krwiotwórczego czy wresz­
cie sekwencje promotorowe a-ak tyny  specyficzne 
dla mięśni szkieletowych [83].

Tak skonstruowana domena translokacji jądrowej 
syntetycznego wirusa umożliwia również tkankową 
specyficzność ekspresji wprowadzanego genu. D la­
tego domenę tworzoną przez swoisty promotor kon­
trolujący przenoszony terapeutyczny DNA można 
również uważać za domenę w sensie transkrypcyj- 
nym. Przykładem takiego układu jest np. gen sam o­
bójczy deaminazy cytozyny pod kontrolą promotora 
genu tyrozynazy ulegającego swoistej ekspresji w 
komórkach czerniaka [1, 2].

IX. Uwagi końcowe

Wydajność transferu DNA, zwłaszcza in vivo, za 
pom ocą nośników lipidowych oraz ekspresja w ko­
mórkach docelowych zależy od kilku niezależnych 
procesów: sposobu wprowadzenia kompleksu, endo­
cytozy, endosomolizy i transportu do jądra. Transfer 
cząsteczek DNA za pom ocą obecnej generacji nośni­
ków niewirusowych nie jest jeszcze wydajny i w y­
biórczy. Mankamenty te być może zostaną usunięte 
jeśli uda się zsyntezować takie kowalencyjnie zm o­
dyfikowane lipidy, które w drodze samoagregacji 
będą zdolne utworzyć domeny funkcjonalne zapew­
niające ochronę kompleksu nośnik-DNA podczas 
krążenia w krwiobiegu, w ybiórczą i szybszą endocy- 
tozę kompleksu przez docelowe komórki, wydajny 
rozpad endosomów oraz translokację DNA do jądra 
jak  i ekspresję wprowadzonego genu. Konstrukcja 
nośników niewirusowych, przenoszących terapeu­
tyczny DNA jest więc wyzwaniem dla chemików. 
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I. Wstęp

M odyfikowanie organizmów przez wprow adze­
nie obcego kwasu nukleinowego jes t niewątpliwie 
jedną  z największych zdobyczy nauki XX wieku. 
Przenoszenie sekwencji nukleotydowych pomiędzy 
organellami komórki eukariotycznej jes t również 
formą transferu informacji genetycznej, jest to je d ­
nak zjawisko naturalnie zachodzące w przyrodzie. 
Proces ten nie jes t  charakterystyczny dla danej grupy 
eukariontów i wydaje się być uniwersalny o niebaga­
telnym znaczeniu dla ewolucji. Co więcej, uważa się, 
że jest on ciągle aktywny. Do niedawna utrzym ywa­
no, że transfer materiału genetycznego może odby­
wać się tylko w kierunku jądra  [1]. Obecnie znane są 
przypadki „ucieczki” DNA /RNA  z jądra i chloropla­
stów do mitochondriów. Poniższa praca ma na celu 
przedstawienie poznanych dróg naturalnie za­
chodzącego transferu genów między organellami.

1 Licencjat b io technologii,2 dr hab., Instytut Biochem ii i Biolo­
gii M olekularnej Uniw ersytetu W rocławskiego; Tamka 2, 
50-137 W rocław; e-mail: Janska@ bf.uni.wroc.pl

II. Informacja genetyczna genomów organel­
lowych

Powszechnie akceptowana teoria endosymbio- 
tycznego pochodzenia mitochondriów i chloropla­
stów zakłada, że były one niegdyś wolno żyjącymi 
bakteriami, podobnymi do współczesnych bakterii 
purpurowych i cyjanobakterii [2]. Jeśli porówna się 
wielkość genomów mitochondrialnych i chloropla­
stowych odpowiednio z proteobakteryjnymi i cyja- 
nobakteryjnymi, to okaże się, że są one bardzo zredu­
kowane. Dane oparte na szybko rosnącej liczbie 
zsekwencjonowanych genomów mitochondrialnych 
wskazują na to, że organizmy eukariotyczne różnią 
się liczbą i składem genów kodowanych przez mito- 
chondria. Tylko cztery geny (cob, cox, rns, m l)  zi­
dentyfikowano jako wspólne dla wszystkich bada­
nych genomów mitochondrialnych [3]. Największą 
liczbę genów mitochondrialnych zidentyfikowano u 
wiciowca Raclinom onas am ericana. Jego genom mi- 
tochondrialny obejmuje 97 genów, z czego 67 koduje 
białka [4], Można z nim porównać jedynie mitochon- 
drialne genomy roślinne np. Arabidopsis thaliana, w 
którym zidentyfikowano 57 genów kodujących 
białka, geny rRNA oraz niekompletny zestaw tRNA; 
ponadto odnotowano obecność wielu ramek odczytu 
o nieznanej jeszcze funkcji [5]. Szacuje się, że ogól­
na liczba genów mitochondrialnych w tym organi­
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zmie może dochodzić do 100. Należy podkreślić, że 
liczba genów nie wiąże się bezpośrednio z w ielko­
ścią genomu. Na przykład genom mitochondrialny 
Raclinom onas am ericana  ma wielkość 69 kpz, a ge­
nom A rabidopsis  367 kpz. Uważa się, że znaczne 
rozmiary genomów mitochondrialnych roślin są spo­
wodowane nie tylko obecnością dodatkowych ge­
nów, ale również występowaniem dużej liczby se­
kwencji powtórzonych, jak  i sekwencji pochodzenia 
jądrowego oraz chloroplastowego [5]. Poważną re­
dukcję przeszło mitochondrialne DNA zwierząt [3]. 
Charakteryzuje się ono obecnością średnio 13 genów 
kodujących białka, a także niekompletnego zestawu 
tRNA i rRNA. Z wyjątkiem krótkiego regionu, ge­
nom ten odznacza się brakiem sekwencji nieko- 
dujących i z tego względu jego  rozmiar u zwierząt 
osiąga tylko 17 kpz [6]. Przykładem skrajnej reduk­
cji genomu mitochondrialnego, a właściwie jego bra­
ku, są hydrogenosomy -  organelle wytwarzające w o­
dór wykryte u wielu beztlenowych eukariontów. Jed­
na z hipotez dotycząca ich pochodzenia mówi, że są 
to wysoce zmodyfikowane mitochondria przystoso­
wane do anaerobowego środowiska [7]. Pozo­
stałością po przodkach są, między innymi, ota­
czające je  podwójne błony i zdolność do syntezy 
ATP. Hydrogenosomy różnią się od mitochondriów 
brakiem cytochromów, brakiem cyklu CKTK i oksy- 
datywnej fosforylacji, ale przede wszystkim jednak 
całkowitą utratą genomu .

W celu określenia stopnia redukcji genomu chlo­
roplastów porównano liczbę białek konieczną do ich 
prawidłowego funkcjonowania z liczbą białek kodo­
wanych przez genom cyjanobakterii (Synechocystis - 
zawiera 3168 genów kodujących białka) [8]. Na tej 
podstawie oszacowano, że chloroplasty powinny za­
wierać około 2000 różnych białek, wliczając rów ­
nież te, które koordynują funkcjonowanie chloropla­
stów i komórki oraz izoformy enzymów. Tymcza­
sem, obok zestawów rRNA i tRNA, chloroplasty u 
Oryza kodują 76 białek, a u A rabidopsis  jedynie 31 
białek. Geny pozostałe w chloroplastach należą 
głównie do łańcucha fotosyntetycznego, inne nato­
miast odpowiadają za transkrypcję i translację, syn­
tezę aminokwasów i kwasów tłuszczowych [8].

Zgodnie z teorią endosym biotyczną za zreduko­
wanie genomów prokariontów do obecnie istniejącej 
postaci odpowiadają następujące zjawiska [1, 8]:
—  utrata genów odpowiadających za funkcje n ie­

przydatne nowopowstałemu organellum w ew ­
nątrz komórki gospodarza, np. geny kodujące 
składniki syntezy ściany komórkowej;

—  utrata genów występujących jednocześnie w ge­
nomie gospodarza i organizmie kolonizującym

np. szereg genów warunkujących podstawowe
funkcje komórkowe (ang. housekeepig genes); 

—  transfer DNA między organellami.
W początkowych etapach ewolucji eukariontów 

miał miejsce olbrzymi przepływ genów, którego for­
ma była prawdopodobnie odmienna od obecnie 
stwierdzanych transferów pojedynczych sekwencji 
[1, 8]. Efektem pierwotnego transferu jest skupienie 
większości informacji genetycznej w jądrze. Póź­
niejsze zjawiska przenoszenia materiału genetyczne­
go są charakterystyczne dla konkretnego gatunku i 
m ogą być przydatne w badaniach filogenetycznych.

III. Sposoby transferu materiału 
genetycznego

Błony otaczające organella są strukturami dyna­
micznymi podlegającymi zmianom podczas życia 
komórki. M ogą one pączkować, ulegać fuzji i podle­
gać morfologicznym reorganizacjom. W trakcie tych 
procesów istnieje szansa ucieczki fragmentów mate­
riału genetycznego przez powstałe miejscowo n ie­
szczelności błony organellów [1]. Fragmenty geno­
mu mogą być także uwalniane w trakcie terminalnej 
degradacji i lizy organelli przez lizosomy i wakuole . 
Prawdopodobna jest również fuzja heterotypowych 
błon umożliwiająca bezpośredni transfer DNA m ię­
dzy organellami. Obecność systemów transpor­
tujących RNA i białka do wnętrza organelli stwarza 
również możliwość niewłaściwego ich w ykorzysta­
nia, tzn. transportu kwasów nukleinowych w prze­
ciwną stronę [1, 8]. Ponieważ przenoszenie mate­
riału genetycznego może zajść za pośrednictwem 
DNA, jak  i RNA, to prawdopodobny staje się udział 
retrowirusów jako nośników przenoszących je  m ię­
dzy organellami [9]. Wiele faktów wskazuje na to, że 
między organellami przenoszone są nie tylko geny 
lub ich fragmenty, ale również sekwencje nieko- 
dujące.

IV. Warunki pomyślnego transferu genów

Sama możliwość uwolnienia i przeniesienia kw a­
su nukleinowego z jednego organellum do drugiego 
nie wystarczy, aby można było mówić o funkcjonal­
nym transferze genów. Ponieważ systemy ekspresji i 
organizacji genomów różnią się między poszczegól­
nymi organellami, zatem musi dodatkowo wystąpić 
szereg sprzyjających okoliczności [8, 10-15].

Pierwszym warunkiem jest  obecność kilku kopii 
przenoszonej sekwencji w jej rodzimym przedziale 
komórkowym. Jeśli transfer się nie powiedzie (lub 
jeśli przeniesiona sekwencja nie będzie kompletna),
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to nie powinno to zagrozić prawidłow em u funkcjo­
nowaniu organizmu. Zarówno chloroplasty, jak  i mi- 
tochondria, posiadają wiele kopii DNA, a jeśli wziąć 
pod uwagę przenoszenie z udziałem RNA, to praw ­
dopodobieństwo zaburzenia funkcjonowania organi­
zmu jes t jeszcze mniejsze.

Następnie musi zajść fizyczne przeniesienie se­
kwencji z jednego przedziału komórkowego do dru­
giego. Mimo kilku przedstawionych wyżej dróg 
transferu kwasów nukleinowych między organella­
mi, proces ten nie jes t  do końca wyjaśniony.

Kolejnym etapem jest  integracja sekwencji do in­
nego genomu. Nie jes t  do końca jasne czy zachodzi 
to w sposób przypadkowy, czy też w ystępują jakieś 
zasady wyboru odpowiedniego miejsca integracji. 
Mimo wielu starań, nie ustalono cech charaktery­
stycznych sekwencji otaczających przeniesiony 
fragment DNA. Prezentowana przez nie różnorod­
ność może być wynikiem przypadkowej integracji 
lub procesów rearanżacyjnych następujących już po 
włączeniu obcego elementu. N ajw ażniejszym  i k ry­
tycznym etapem pomyślnego transferu genu jes t  na­
bycie przez wstawiany fragment DNA odpowiedniej 
sekwencji promotorowej, regulatorowej, a także sy­
gnałowej, kierującej produkt genu do właściwego 
przedziału. Jeśli to nie nastąpi, to przeniesiona se­
kwencja staje się pseudogenem, a następnie ulega 
całkowitej degeneracji. Proponowane użycie RNA 
jako nośnika informacji genetycznej między kom- 
partmentami rozwiązuje problem redagowania infor­
macji genetycznej, które musiałoby zostać przepro­
wadzone w jądrze/mitochondrium [11, 12, 14].

Podczas transferu prawdopodobna jes t sytuacja, 
w której sekwencja przeniesiona nabyła już  element 
promotorowy, lecz nie posiada jeszcze sekwencji sy­
gnałowej. W takim wypadku produkt tego genu zna­
lazłby się w cytosolu wpływając na przebiegające 
tam procesy. Zależnie od funkcji tego białka w cyto- 
plazmie stan ten może być przejściowy lub jeśli jest 
to korzystne dla komórki utrzymywać się. Przykła­
dem genów przeniesionych do jądra, których pro­
dukty pozostały w cytoplazmie, są  enzymy szlaku 
glikolitycznego i glukoneogenezy u roślin wyższych 
[8]. Według najnowszych koncepcji pierwotny euka- 
riont —  gospodarz prekursorów mitochondriów i 
chloroplastów —  był filogenetycznie spokrewniony 
z Archaebacteria  [2]. W związku z tym uważano, że 
wymienione wyżej enzymy cytosolowe powinny być 
pochodzenia archebakteryjnego, a nie jak  się oka­
zało, pochodzenia eubakteryjnego [8]. Sądzi się, że 
archeobakteryjne enzymy szlaku glikolitycznego i 
glukoneogenezy zostały zastąpione produktami ge­
nów jądrow ych pochodzących z pramitochondriów

bądź prachloroplastów. Mało prawdopodobne jest 
wprowadzenie sekwencji do genomu w taki sposób, 
aby nastąpiła jej natychmiastowa ekspresja i translo- 
kacja produktu do rodzimego przedziału. Bardziej 
prawdopodobne jes t stopniowe nabywanie odpo­
wiednich sekwencji. Jeśli białko, tzn. produkt prze­
niesionej sekwencji, będzie efektywnie spełniało 
swoją funkcję, to może nastąpić inaktywacja genu 
pierwotnego. Taki gen ulegając degeneracji wypada 
z puli genetycznej.

V. Przykłady transferu materiału 
genetycznego

Identyfikacja przeniesionych sekwencji ma 
związek z rozwojem technik molekularnych, a szcze­
gólnie z coraz większą liczbą zsekwencjonowanych 
genomów. Wykrywane są jedynie sekwencje w yka­
zujące znaczny stopień homologii do oryginału. 
Fragmenty ulegające zmianom są najprawdopodob­
niej niewykrywane. Dlatego też uważa się, że zjawi­
sko transferu materiału genetycznego między orga­
nellami ma miejsce dużo częściej niż świadczą o tym 
wykrywane homologie [10]. Przytoczone poniżej 
przykłady transferu, to jedynie nieznaczny odsetek 
tego zjawiska.

V -l.  Transfer z mitochondriów do jądra

Wśród wielu udokumentowanych transferów ge­
nów z mitochondrium do jądra, transfer genu ko­
dującego podjednostkę oksydazy cytochromowej 
(cox2) jest interesujący ze względu na to, że na jego 
przykładzie można prześledzić kolejne etapy transfe­
ru w zależności od rozpatrywanej rośliny z rodziny 
motylkowych [11, 12]. U niektórych przedstawicieli 
tej rodziny cox2  znajduje się w genomie mitochon- 
drialnym, a u innych w genomie jądrowym. W gro­
chu gen ten jes t obecny zarówno w jądrze, jak  i w m i­
tochondrium, lecz tylko wersja mitochondrialna jest 
transkrybowana. Jest to więc etap, na którym prze­
niesiona sekwencja nie zdobyła jeszcze promotora. 
Kolejny stopień na drodze transferu prezentuje soja
[12], W jej genomie jądrow ym  obecna jest aktywna 
forma cox2. Mimo to mitochondria zawierająjeszcze 
n iefunkcjonalną sekwencję tego genu. Ostatnim eta­
pem transferu jes t utrata genu mitochondrialnego i 
przejęcie wszystkich funkcji przez gen kodowany w 
jądrze, co możemy obserwować na przykładzie fa- 
solnika chińskiego [11]. Podobne zjawisko można 
obserwować w przypadku genu kodującego ryboso- 
malne białka SIO. W ziemniaku i grochu jes t on ko­
dowany przez genom mitochondrialny [13], ale już  u
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Oenothera berteriana  i A rabidopsis thaliana  jedyna 
funkcjonalna forma tego genu obecna jes t  w jądrze 
[14]. Oznacza to, że transfer rpslO  nastąpił w trakcie 
ewolucji prowadzącej do powstania tych dwóch ga­
tunków.

Transfery genu kodującego podjednostkę oksyda­
zy cytochromowej u soi i genu kodującego ryboso- 
malne białka SIO u A rabidopsis  m ają  pew ną cechę 
wspólną [11-14]. W obu wypadkach sekwencje DNA 
znalezione w jądrze w ykazują wyższy stopień homo- 
logii do zredagowanego transkryptu niż do genu mi- 
tochondrialnego. Sugeruje to wykorzystanie RNA 
jako pośrednika między przedziałami. Transfer za 
pośrednictwem RNA wymaga aktywności odwrotnej 
transkryptazy w jednym  z przedziałów kom órko­
wych. Odwrotna transkrypcja może zachodzić za­
równo w mitochondriach, jak  i w cytosolu lub w 
jądrze. Należy jednak pamiętać, że jeśli odwrotna 
transkrypcja zajdzie w pierwszym przedziale, to no­
śnikiem informacji między organellami byłby DNA, 
a nie RNA. Analiza sekwencji genów jądrow ych 
cox2  i rpslO  wykazała, że w obu wypadkach intron 
oddziela sekwencję sygnałową od sekwencji hom o­
logicznej do mitochondrialnego genu. Teoretycznie 
możliwe jest dopasowanie zupełnie przypadkowej 
sekwencji do roli sygnałowej na drodze alternatyw­
nego składania (ang. splicing). W tym jednak  w ypad­
ku położenie intronu sugeruje nabycie N-terminalne- 
go polipeptydu przez przetasowania egzonów (ang. 
exon shuffling) [14].

Inny sposób nabycia sekwencji sygnałowej opisa­
no dla genu r p s l l  z ryżu [15]. W rezultacie duplika­
cji następującej po transferze do jądra, jes t on obecny 
w dwóch kopiach — jako r p s ll-1  i r p s l l -2. Obie ko­
pie tego genu poprzedzone są odmiennymi sekwen­
cjami, homologicznymi do sekwencji sygnałowych 
dwóch różnych genów jądrowych. N-końcowa se­
kwencja produktu genu r p s ll-1  jes t homologiczna 
do polipeptydu sygnałowego podjednostki p synteta- 
zy ATP, natomiast gen r p s l l -2 poprzedzony jest se­
kwencją homologiczną do presekwencji podjednost­
ki Vb oksydazy cytochromowej. Mechanizm uzyska­
nia tych sekwencji nie jes t znany. Istnienie w poje­
dynczym genomie dwóch identycznych presekwen­
cji w dwóch różnych genach sugeruje, że sekwencje 
sygnałowe mogą być uzyskiwane na drodze duplika­
cji/rekombinacji. Z analizy przeprowadzonej za po­
m ocą RT-PCR wynika, że mimo obecności dwóch 
genów r p s l l  aktywna jes t  tylko forma r p s ll-1 .  
R p s ll-2  prawdopodobnie nie posiada sygnałów ini­
cjacji transkrypcji, być może zostały one utracone na 
drodze ewolucji lub funkcjonują jedynie w niektó­
rych tkankach.

Warto zauważyć, że mitochondria ryżu nadal za­
wierają transkrybowaną formę genu r p s l l  [11]. Jest 
ona transkrybowana dzięki sekwencjom genów nad l 
i rps4, znajdujących się w jej otoczeniu. Mimo to 
r p s l l  zawarty w mitochondriach jes t jedynie pseudo- 
genem, ponieważ w 229 pozycji zawiera stop kodon. 
Ponadto modyfikacje potranskrypcyjne nie tylko nie 
zmieniają go na kodon sensowny, ale prow adzą do 
powstania drugiego takiego kodonu w 82 pozycji. 
Jest to przykład genu inaktywowanego na poziomie 
transkryptu [15].

Większość opisanych transferów dotyczy sekwen­
cji kodujących, co przemawia za transferem za po­
średnictwem RNA. Jednak w genomie jądrow ym  
szczura stwierdzono obecność dwóch sekwencji w 
80% homologicznych do niekodującego regionu m i­
tochondrialnego DNA, tzw. D-pętli [9]. Z uwagi na 
duże podobieństwo tych dwóch fragmentów do sie­
bie sugeruje się, że ich duplikacja nastąpiła już  po 
przeniesieniu do genomu jądrowego. Sekwencja ta 
nie jes t transkrybowana w mitochondrium, wyklucza 
się zatem udział RNA jako nośnika informacji. Bar­
dziej prawdopodobny jes t udział retrowirusa, ponie­
waż w sąsiedztwie przeniesionych sekwencji znaj­
dują się pozostałości elementów LINE (ang. long in­
terspersed repetitive elem ent) oraz odcinki hom olo­
giczne do wirusowej odwrotnej transkryptazy i RNa- 
zy H.

Sekwencje homologiczne do mitochondrialnej 
D-pętli odnaleziono również w jądrow ym  genomie 
człowieka [16]. Od momentu ich transferu do jądra 
ewoluują one z szybkością typow ą dla innych zaw ar­
tych w nim sekwencji niekodujących, czyli prawie 
40 razy wolniej niż w mitochondrium. Fakt ten w y­
korzystano w badaniach filogenetycznych mających 
na celu ustalenie korzeni gatunku ludzkiego [16].

V-2. Transfer z chloroplastów do jądra

U roślin mitochondria nie są jedynym i donorami 
obcych sekwencji nukleotydowych obecnych w 
jądrow ym  genomie. Równie często stwierdza się se­
kwencje homologiczne do DNA chloroplastów. W 
1995 roku porównano sekwencje chloroplastowe, 
mitochondrialne i jądrow e pochodzące z baz danych 
i w pobliżu 15 genów jądrowych wykazano ^ n i e z a ­
leżnych insercji organellowego DNA o wielkości od 
38 do 785 par zasad [17], W oparciu o te same dane 
oszacowano, że 3-7% genomu jądrow ego roślin 
tworzą sekwencje pochodzenia organellowego.

Fragmenty homologiczne do DNA chloroplastów 
są rozrzucone po całym genomie jądrow ym, a ich 
ilość i długość różni się w zależności od gatunku
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[17]. Pięć krótkich chloroplastowych fragmentów, 
niektóre mniejsze niż 60 pz, zidentyfikowano w ha- 
ploidalnym genomie jądrow ym  szpinaku [17]. U ty­
toniu wykryto fragment sekwencji nukleotydowej o 
wielkości 14 kpz zawierający kompletne geny trnS, 
tps4, trnT, trnF, psbó, ndhG, trnV, trnM  oraz nie­
kompletne atpE  i psa  A [18]. Jest on doskonałym 
przykładem przeniesienia dużego fragmentu chloro­
plastowego DNA. Znaczne, bo aż 99% podobień­
stwo do oryginału, świadczy o tym, że transfer —  w 
ewolucyjnej skali czasu —  miał miejsce stosunkowo 
niedawno. Sekwencja DNA przebywająca dłużej w 
jądrze uległaby większym zmianom.

Istnieją przykłady przeniesienia do jądra zarówno 
sekwencji transkrybowanych, jak  i nietranskrybowa- 
nych w chloroplastach [17, 19]. Zlokalizowano rów ­
nież wiele sekwencji chimerycznych, będących zlep­
kiem dwóch (lub więcej) indywidualnych fragmen­
tów znacznie od siebie oddalonych w plastydowym 
DNA. Przypadki te świadczą o tym, że translokacja 
fragmentów genomu nastąpiła za pośrednictwem 
DNA.

Jednym z genów pochodzenia chloroplastowego, 
który po przeniesieniu do jądra utrzymał swą funk­
cję, jest gen kodujący czynnik elongacyjny uczest­
niczący w syntezie białka -  tufA [20, 21]. Obliczono, 
że procent homologii między chloroplastowym ge­
nem pochodzącym z Chlam ydom onas a jego jąd ro ­
wym odpowiednikiem z Arabidopsis  wynosi 77% na 
poziomie aminokwasów i 67% na poziomie nukle- 
otydów. Przypuszcza się, że gen ten został przenie­
siony z genomu chloroplastowego do jądrow ego na 
wczesnym etapie ewolucji Charophyceae, jednej z 
klas zielonych glonów [21]. Na podstawie badań 
przeprowadzonych nad C oleochaete orbicularis, ga­
tunku należącego do tej klasy, stwierdzono, że chlo­
roplastowa forma genu tufA jest nadal obecna w tym 
organellum. W związku z tym sugeruje się, że został 
on również zachowany w chloroplastach innych ga­
tunków tej klasy, ale funkcje pełnione przez jego pro­
dukt są bardzo różnorodne i rzadko związane z syn­
tezą białka.

V-3. Transfer z chloroplastów do mitochondriów

Obecność chloroplastowego DNA w genomach 
mitochondrialnych została stwierdzona u wszystkich 
zbadanych roślin wyższych. Dotychczas poznano 
całą sekwencję tylko jednego genomu mitochon- 
drialnego roślin wyższych, a mianowicie genomu 
Arabidopsis thaliana. Oszacowano, że w genomie 
tym znajduje się około 1% sekwencji homologicz­
nych do materiału genetycznego chloroplastów [5].

Przyjmuje się, że przeniesienie sekwencji chloropla­
stowych nie było procesem jednorazowym, lecz na­
stępowało stopniowo w czasie ewolucji. Brak se­
kwencji chloroplastowych w genomie mitochon- 
drialnym glonów i porostnicy wielokształtnej świad­
czy o tym, że transfer miał miejsce już  po rozejściu 
się roślin wyższych i niższych [22],

Z różnej długości fragmentów homologicznych 
do DNA chloroplastów najdłuższy odnaleziono w 
mitochondriach kukurydzy [23]. Jest to odcinek o 
długości 12 kpz przejawiający 90% homologii do 
chloroplastowej sekwencji nukleotydowej zawie­
rającej geny kodujące 16S rRNA, trnl oraz trnV. Wię­
kszość fragmentów plastydowego DNA obecnych w 
mitochondriach nie koduje funkcjonalnych genów, 
ponieważ zostały one uszkodzone przez substytucję 
zasad, a przede wszystkim przez liczne rearanżacje 
zachodzące bardzo często w genomach mitochon­
drialnych. Wyjątkiem są geny tRNA [24, 25]. W za­
leżności od gatunku ich liczba waha się od 5 do 6. 
Geny trnN, trnM  i trnW  są aktywne u wszystkich 
zbadanych jedno- i dwuliściennych roślin, natomiast 
obecność i aktywność innych plastydowych genów 
różni się w zależności od gatunku [24], Wytłumacze­
nia tego zjawiska doszukiwano się w odpowiednim 
otoczeniu sekwencji, nie znaleziono jednak reguł po­
zwalających określić czy dany gen będzie, czy nie 
będzie ulegał ekspresji. Z drugiej strony wykazano, 
że w niektórych przypadkach plastydowy DNA 
może być źródłem sekwencji promotorowych dla ro­
dzimych genów mitochondrialnych. Dowodem tego 
jest gen nad9, którego miejsca inicjacji transkrypcji 
znajdują się wewnątrz sekwencji przeniesionej z 
chloroplastów [26].

V-4. Transfer z jądra do mitochondriów

Transfer genów między mitochondrium i jądrem 
odbywa się w obydwu kierunkach. Jak dotychczas, w 
większości genomów jądrow ych zsekwencjonowano 
głównie funkcjonalne geny i regiony znajdujące się 
w bezpośredniej bliskości sekwencji kodujących. 
Prawdopodobnie z tego powodu znanych jest więcej 
przykładów transferów genów, zachodzących w kie­
runku jądra [27].

Udokumentowano obecność przeniesionych frag­
mentów genomu jądrow ego w mitochondrialnym ge­
nomie O enothera  [28]. Odcinek zidentyfikowany w 
genomie O enothera  zawiera część sekwencji ko­
dującej 18S rRNA małej podjednostki rybosomu cy- 
toplazmatycznego. W pobliżu znajduje się krótka 
otwarta ramka odczytu (ORF) o sekwencji w yka­
zującej podobieństwo do odwrotnej transkryptazy.
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Prawdopodobnie ORF jes t  funkcjonalny, ponieważ 
jego położenie sugeruje udział odwrotnej transkryp- 
tazy we wbudowaniu sekwencji jądrowej do genomu 
mitochondrialnego.

W kontekście transferu sekwencji jądrow ych do 
mitochondrium szczególne zainteresowanie budzą 
ruchome elementy genomu. Poznanie sekwencji re- 
trotranspozonów oraz sekwencji genomu mitochon­
drialnego A rabidopsis  umożliwiło odnalezienie 
dziewięciu regionów tego genomu homologicznych 
do trzech klas retrotranspozonów: lyM co p ia -, 
Ty3Igypsy- i rodziny sekwencji nonLTR/LINE [27]. 
Mimo, że stwierdzono indywidualne transfery każ­
dego z elementów, to nie ustalano zauważalnych pre­
ferencji w wyborze miejsca integracji. Wykazano 
tylko, że wszystkie umieszczone są w regionach 
międzygenowych. Zidentyfikowane w genomie mi- 
tochondrialnym A rabidopsis  sekwencje retrotrans­
pozonów nie m ogą być aktywne, ponieważ są w 
znacznym stopniu zdegenerowane —  niekompletne, 
często zawierają dodatkowe kodony stop lub mają 
zmienioną ramkę odczytu.

Zastanawiająca jes t obecność znacznej ilości se­
kwencji jądrow ych re trotranspozonów w mitochon- 
driach Arabidopsis. Obejm ują one prawie 5% geno­
mu mitochondrialnego, podczas gdy sekwencje po­
chodzenia chloroplastowego stanowią 1% [27, 29].

V-5. Brak transferu do chloroplastów

Wobec wielocząsteczkowej i zmiennej organiza­
cji roślinnych genomów mitochondrialnych plasty- 
dowe DNA wydaje się bardzo zwarte i konserwatyw­
ne [30]. Nie znane są przykłady transferu sekwencji 
nukleotydowych do chloroplastów. Ten przedział ko­
mórkowy jest donorem sekwencji w w ewnątrzko­
mórkowym transferze DNA, ale nigdy ich akcepto­
rem. Prawdopodobnie jes t  to związane właśnie ze 
skondensowaną i konserw atyw ną strukturą genomu, 
która nie dopuszcza do wprow adzenia obcego DNA.

VI. Konsekwencje przeniesienia informacji 
genetycznej

Znakomitą większość poznanych do tej pory 
przykładów transferu stanowią sekwencje DNA 
napływające do jądra. W związku z rozmiarami tego 
zjawiska można zastanowić się nad korzyściami j a ­
kie ono przynosi oraz nad jego ograniczeniami.

Wydaje się oczywiste, że istnieją pewne restryk­
cje, ponieważ mitochondria i chloroplasty nie stra­
ciły całkowicie swojego DNA. Barierami trudnymi 
do pokonania m ogą być różnice w kodzie genetycz­

nym między organellami, trudności z nabyciem mo­
żliwości prawidłowej ekspresji i regulacji oraz skie­
rowaniem produktu genu do właściwego organel- 
lum. Sugerowano również, że możliwe jest wejście 
białek kodowanych przez przeniesione geny na dro­
gę wydzielniczą, jeśli będą one syntetyzowane na ry­
bosomach retikulum endoplazmatycznego [1]. 
Znacznym utrudnieniem transportu, a w konsekwen­
cji zablokowaniem procesu transferu, mogą być hy­
drofobowe domeny odpowiadające transmembrano- 
wym segmentom białek [1]. Obok trudności w trans­
porcie wiąże się to również z problemami z pra­
widłowym wbudowaniem białka w błonę docelowe­
go organellum. Teorii tej przeczy jednak przeniesie­
nie do jądra genu cox2  kodującego białko transmem- 
branowe, które zawiera kilka domen hydrofobowych 
[8, 12]. Inna hipoteza zakłada, że geny kodujące 
białka kluczowe dla prawidłowego przebiegu proce­
sów bioenergetycznych, m uszą pozostać w organel­
lach, ponieważ ich ekspresja jes t kontrolowana 
zmianami potencjału oksydoredukcyjnego [31, 32]. 
Zmiany te są tak gwałtowne, że tylko obecność ge­
nów w organellum zapewnia dostatecznie szybką re­
akcję. Prawdopodobne jes t też, że produkty niektó­
rych genów, jeśli znajdą się w cytoplazmie, mogą 
niekorzystnie wpływać na żywotność komórki. Na 
przykład pojawienie się w cytoplazmie cytochromu c 
jes t jednym  z pierwszych etapów apoptozy [8].

Mimo wielu ograniczeń i trudności, które musi 
pokonać sekwencja nukleotydowa istnieją określone 
przyczyny transferu genów. Zarówno mitochondria, 
jak  i chloroplasty, są przedziałami, w których po­
wstają największe ilości wolnych rodników w ko­
mórce. Ze względu na ich mutagenny wpływ na po­
zbawione histonów DNA transfer do jądra wydaje się 
zjawiskiem korzystnym. Uważa się, że geny odpo­
wiedzialne za funkcje regulatorowe są z większą 
łatwością akceptowane przez genom jądrow y niż 
geny odpowiedzialne za funkcje enzymatyczne i 
strukturalne [8]. Przykładem tego jest chloroplasto­
wa Cip proteaza. U wszystkich badanych roślin regu­
latorowa podjednostka tego białka znajduje się w 
jądrze, a katalityczna została w genomie chloropla­
stowym. Prawdopodobnie dzięki przeniesieniu do 
jądra genów regulatorowych komórka usprawnia ko­
ordynację i regulację procesów zachodzących w róż­
nych organellach.

Na los genów ma również wpływ efekt zapadki 
Mullera (ang. M uller s ra tchet). Teoria ta zakłada 
szybką akumulację mutacji letalnych w populacjach 
aseksualnych [8]. Gen przechodząc do jądra zmienia 
sposób dziedziczenia i może brać udział w procesie 
rekombinacji podczas mej ozy. Tym samym zabez­
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piecza się przed akum ulacją  potencjalnie letalnych 
mutacji. Wpływ efektu zapadki Mullera jes t bardziej 
zrozumiały w przypadku zwierząt, nie może być je d ­
nak przeceniany. U dokum entowano bowiem, że 
wbrew hipotezie Mullera tempo mutacji punktowych 
u roślin jes t większe w genomie jądrow ym  niż w po­
zostałych genomach. Wydaje się, że zjawiskiem 
kompensującym efekt zapadki Mullera jes t  rekombi­
nacja zachodząca szczególnie często w roślinnych 
genomach mitochondrialnych.

VII. Podsumowanie

Proces transferu informacji genetycznej wewnątrz 
komórki nie został jeszcze do końca wyjaśniony. Nie 
poznano m echanizmów pozwalających pokonać po­
dwójne błony otaczające organella. Otwarty pozosta­
je  również problem integracji i nabycia zdolności do 
ekspresji. Interesujący j e s t — jeśli w ogóle możliwy 
—  etap funkcjonowania dwóch genów i ich produk­
tów równocześnie oraz przełączenie aktywności z 
jednego genu na drugi. Obecnie obserwuje się trans­
fery pojedynczych sekwencji.

Znaczenie i zasięg wewnątrzkom órkowego prze­
noszenia sekwencji nukleotydowych poznamy za­
pewne dopiero po zsekwencjonowaniu i porównaniu 
genomów mitochondrialnych, chloroplastowych i 
jądrowych u poszczególnych gatunków i w różnych 
liniach filogenetycznych.

Już po recenzji tej pracy ukazała się publikacja 
dotycząca sekwencji chromosomu 2 z Arabidopsis  
thaliana  [ L i n  X ,  K a u l  S ,  S h e a  T,  B e n i t o  
M ,  T o w n  C ,  F u j  i i  C ,  M a n s o n  T,  B o w ­
m a n  C ,  B a r n s t e a d  M ,  F e l d b l y u m  T,  
B u e l l  C ,  K e t c h u m  K ,  L e e  J ,  R o n n i n g  
C ,  K o o  H ,  M o f f a t  K ,  C r o n i n  L ,  S h e n  
M,  P a i  G ,  A k e n  S ,  U m a y a m  L,  T a l l ó n  
L,  G i l l  J ,  A d a m s  M ,  C a r r e r e  A ,  C r e a s y  
T,  G o o d m a n  H ,  S o m e r v i l l e  C ,  C o p e n -  
h a v e r  G ,  P r e u s s  D ,  N i e r m a n  W,  W h i t e  
O,  E i s e n  J ,  S a l z b e r g  S ,  F r a s e r  C , V e n ­
t e r  J (1999) N ature  402: 761-768]. Okazało się, że 
chromosom ten zawiera sekwencję o długości 270 
kpz w 99% identyczną z sekwencją mitochondriale- 
go genomu tej rośliny. Sugeruje to, że około 75% ge­
nomu mitochondrialnego A. thaliana  zostało nie­
dawno przeniesione do jądra. Wykrycie tak długiej 
insercji autorzy określają jako nie spodziewane.

Artykuł otrzymano 17 listopada 1999 r. 
Zaakceptowano do druku 6 kwietnia 2000 r.
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I. Wstęp

Dendrymery są nową, niezwykle interesującą ro­
dziną polimerów o architekturze makromolekular­
nej, zwaną gęstą gwiazdą (ang. dense star). 
Cząsteczki dendrymerów, inaczej niż klasyczne poli­
mery, posiadają bardzo wysoki stopień jednolitości, 
specyficzny rozmiar i kształt oraz wysoką gęstość 
wysycenia powierzchni grupami funkcyjnymi.

*M gr, **dr; K atedra B io f iz y k i O g ó ln e j, U n iw ersy tetu  Ł ó d z k ie ­
g o , ul. St. B anacha 1 2 /1 6 ,9 0 -2 3 7  Ł ód ź

Idea tworzenia silnie rozgałęzionych molekuł 
oraz przewidywanie ich niezwykłych właściwości 
pochodzi od F 1 o r y , laureata nagrody Nobla z roku 
1974, zajmującego się syntezą polimerów liniowych. 
Niestety dostępne wtedy techniki syntezy i analizy 
otrzymywanych związków nie były na tyle zaaw an­
sowane, by można było pokusić się o syntezę polime­
rów o wyrafinowanych właściwościach. Dopiero w 
roku 1978 Vo g 1 1 e poinformował o istnieniu pierw­
szej cząsteczki dendrymeru, jednakże prace jego na­
trafiły na sporo problemów. Mniej więcej w tym sa­
mym czasie D e n k e w a l t e r  użył naturalnie w y­
stępującego aminokwasu lizyny do tworzenia p ierw ­
szych dendrymerów [ 1 ]. Prawdziwy przełom i znacz­
ny wzrost zainteresowania dendrymerami nastąpił w 
roku 1985, po publikacjach T o  m a 1 i i [2] i N e w - 
k o  m e  [3].

Historia odkrycia dendrymerów poliamidoamino- 
wych (PAMAM) była w pewnej mierze dziełem 
przypadku. Podczas standardowej syntezy polimeru 
typu kłębka statystycznego, zbudowanego z dwóch
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monomerów, akrylanu metylu (C 4 H 6 0 2) i etyleno­
diaminy (C 2 H 8N 2), T o  m a 1 i a , aby ułatwić m iesza­
nie się reagentów, wprowadził do układu również 
metanol. Wbrew wcześniejszym przewidywaniom 
okazało się, że dodany rozpuszczalnik modyfikował 
jednak  przebieg reakcji, ułatwiając wymianę ato­
mów wodoru pochodzących od grup aminowych ety­
lenodiaminy, na akrylan metylu. Otrzymany produkt 
wywołał spore zdziwienie badaczy, gdyż nie w yka­
zywał podobieństwa do polimerów liniowych synte­
tyzowanych wcześniej tą m etodą [2 ].

II. Synteza dendrymerów klasy PAMAM

Do cząsteczek amoniaku (NH 3) dodano akrylan 
metylu oraz metanol ułatwiający podstawienie 
wszystkich trzech atomów wodoru grupami akryla- 
nometylowymi. Następnie do układu wprowadzono 
drugi monom er etylenodiaminę, w iążącą się z wol­
nymi końcami grup akrylanometylowych. Teraz gru­
py aminowe (NH2) etylenodiaminy stanowią sw o­
bodne zakończenia trzech gałęzi powstającej 
cząsteczki, co sprawia, że już  sześć atomów wodoru, 
zamiast początkowych trzech, może ulegać podsta­
wieniu monomerami akrylanometylowymi (Ryc. 1 ). 
Podczas przyrostu kolejnych warstw dendrymeru 
(generacji), masa cząsteczki zwiększa się około 
dwukrotnie, natomiast liczba powierzchniowych

mencie osiągnięcia średnicy około 130 A, co ma 
miejsce w generacji dziesiątej ( G 1 0 ), niemożliwy 
jest już  dalszy przyrost cząsteczki. Rozkład masy w 
cząsteczce nie jes t dokładnie poznany. Na podstawie 
aktualnie istniejących hipotez można się pokusić j e ­
dynie o stwierdzenie, że środek masy znajduje się 
gdzieś pomiędzy rdzeniem a powierzchnią dendry­
meru [4].

Obecnie oprócz cząsteczki amoniaku (NH3), jako 
rdzeń stosuje się także etylenodiaminę (EDA), 
tris(2-aminoetylo)aminę (TAEA) lub cząsteczkę 
D-glukozy, co wpływa na zmianę niektórych para­
metrów opisujących cząsteczkę [5], Dane dotyczące 
średnic, zawartości powierzchniowych grup funk­
cyjnych oraz mas cząsteczkowych kolejnych genera­
cji dendrymerów zbudowanych wokół różnych ty­
pów cząsteczek rdzeniowych przedstawione zostały 
w tabeli 1. Zestawione dane nie są ze sobą całkowicie 
spójne, co tłumaczyć można skąpą liczbą opubliko­
wanych dotychczas doniesień naukowych oraz róż­
nymi warunkami wykonywania oznaczeń. Odnosi 
się to w szczególności do średnic cząsteczek dendry-
inerow.

III. Strategie syntezy dendrymerów

Od narodzin pierwszego dendrymeru do dnia dzi­
siejszego wypracowano kilka różnych strategii syn-

grup aminowych wzrasta dokładnie dwukrotnie. 
Średnica cząsteczki przyrasta o około 1 0  A. Gęstość 
upakowania gałęzi wzrasta tak znacznie, że w mo-

\y c .  1. Synteza dendrymeru poli- 
amidoaminowego PAM­
AM: a) do cząsteczki amo­
niaku dołączany jest 
pierwszy z monomerów —  
akrylan metylu, b)
dołączenie drugiego m o­
nomeru —  etylenodiami­
ny, c) atomy wodoru w y­
mieniane zostają na akry­
lan metylu, co powoduje 
dalszy przyrost gałęzi den­
drymeru, d) druga genera­
cja dendrymeru typu 
PAMAM

tezy cząsteczek tego typu. Mając na uwadze charak­
ter niniejszego opracowania, ograniczymy się do 
dokładniejszego omówienia jedynie dwóch podsta­
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Tabela 1

Podstawowe parametry cząsteczek dendrymerów klasy PAMAM, zawierających różne rodzaje rdzeni (NH 3, EDA, TAEA) [5].

Generacja
dendrymeru

NH3 EDA TAEA

M cz
Średnica

[C]

Liczba
GP

M cz
Średnica

[C]

Liczba
GP

Mcz
Średnica

[C]

Liczba
GP

0,0 359 10,8 3 - - 4 - -

1,0 1043 15,8 6 - 8 -

1,5 2173“ 36,2“ 6“ 2935 - 8 - - -

2,0 2411 22,0 12 3256 - 16 - -

2,5 4671“ 48,3“ 12“ 6011 - 16 - - -

3,0 5147 31,0 24 6909 32 - -

3,5 9668“ 66,1“ 24“ 12419 - 32 -

4,0 10619 40,0 48
14125
b 50b 64b 10401b - 48b

4,5 19661“ 87,9“ 48“ 25234 - 64 - - -

5,0 21563 53,0 96
28788
b 128b 21345b 53b 96b

5,5 39648“ 103,9“ 96“ - - -

6,0 43451 67,0 192
57972
b 60b 256b 43233b 64b 192b

6,5 79621“ 126,8“ 192“ - - - - -

7,0 87227 80,0 384 - 512b - - -

7,5 159568“ 147,3“ 384“ - - -

8,0 174779 92,0 768
23338
3b

- 1024b - - -

8,5 - - - - - - -

9,0 349883 105,0 1536 - 2048 - - -

9,5 - - - - -

10,0 700091 124,0 3072 - - 4096 - - -

Liczba GP -  liczba grup pow ierzchn iow ych; a O t t a v i a n i  M F ,  B o s s m a n n  S . ,  T u r r o  N J ,  T o m a l i a  D A  (1994) J. Am. Chem. Soc. 
2, 661-671; b T a n g  M X ,  R e d e m a n n  C T ,  S z o k a  F C  Jr  (1996) B iocon ju gate Chem. 7, 703 -714

wowych, historycznie najstarszych metod oraz zasy­
gnalizowania istnienia pozostałych, odsyłając zain­
teresowanych czytelników do literatury poświęconej 
tematowi.

III-l. Synteza rozbieżna (Divergent)

Wzrost cząsteczki następuje od centralnie 
położonego rdzenia, w kierunku zewnętrznym. K o­
lejne warstwy dendrymeru tworzone są poprzez sze­
reg następujących po sobie reakcji przyłączania i ak­
tywacji monomerów (Ryc. 2). M etoda ta dzięki szyb­
kiemu i łatwemu wzrostowi liczby grup funkcyj­
nych, jest idealnym sposobem syntezy szczególnie 
dendrymerów wyższych generacji, jednakże niem o­

żliwe jes t uzyskanie dendrymeru zawierającego róż­
ne typy terminalnych grup funkcyjnych w różnych 
rejonach cząsteczki.

III-2. Synteza zbieżna (Convergent)

Do wybranej grupy końcowej dobudow yw any 
jes t  fragment gałęzi w ten sposób, aby pozostała ty l­
ko jedna  reaktywna grupa funkcyjna mogąca służyć 
do wiązania z innymi, identycznie zsyntetyzowany- 
mi podjednostkam i dendrymeru (monodendrona- 
mi).

Mała liczba możliwych reakcji ubocznych spra­
wia, że powstająca cząsteczka pozbawiona jest 
ułomności strukturalnych, poza tym możliwe jest
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kontrolowanie rodzaju i położenia grup funkcyjnych 
w obrębie całego dendrymeru (Ryc. 3).

III-3. Inne strategie syntezy

W celu uproszczenia i przyspieszenia syntezy, a 
także by ułatwić oczyszczanie ostatecznego produk­
tu, opracowano między innymi, strategię dwustop-

Dendrymery będące w stanie stałym lub stopio­
nym posiadają zazwyczaj kształt sferyczny lub prę- 
topodobny, w roztworach natomiast przyjm ują prze­
ważnie kształt sferyczny [10]. Dendrymery poliami- 
doaminowe niższych generacji charakteryzują się 
otwartą strukturą i dyskopodobnym kształtem. 
Począwszy od generacji trzeciej ich kształt przecho­
dzi z otwartego w sferyczny, a struktura z każdą ko-

niowego rozbieżnego wzrostu hiperrdzenia, strategię 
przyłączania rozgałęzionych monom erów oraz stra­
tegię użycia dwóch monom erów [6 ]. Bardzo ciekawą 
koncepcję budowy dendrymeru przedstawił wraz ze

swoim zespołem B r a a m [7], syntetyzując, podob­
nie jak  T o  m a 1 i a [8 ], polimer liniowy, w którym 
łańcuchy boczne zastąpione zostały cząsteczkami 
dendrymerów (Ryc. 4).

IV. Właściwości dendrymerów

Niezwykłe właściwości dendrymeru wynikają 
miedzy innymi z ich struktury morfologicznej, 
właściwości monomerów budujących dendrymer 
oraz rodzaju terminalnych grup funkcyjnych, od któ­
rych bardzo często zależy zachowanie całej cząstecz­
ki [9].

Ryc. 2. Strategia syntezy 
rozbieżnej —  
wzrost następuje 
od cząsteczki 
rdzenia w kierun­
ku zewnętrznym.

lejną generacją staje się coraz bardziej zwarta [ 1 1 ]. 
Rodzaj rozpuszczalnika, w którym znajdują się 
cząsteczki dendrymerów, często bardzo silnie 
wpływa na strukturę całej cząsteczki. Istnieją roz-

nt
teru

ie Ryc.3. Strategia syntezy  
zbieżnej —  do 
grupy końcowej 
dobudowywany 
jest fragment 
gałęzi w ten spo­
sób, aby pozostała 
tylko jedna reak­
tywna grupa funk­
cyjna służąca do 
wiązania z innymi 
podobnymi 
gałęziami.

puszczalniki, w których dendrymery rozwijają swoją 
strukturę, oraz rozpuszczalniki sprawiające, że 
cząsteczka dendrymeru przyjmuje formę zwartą, 
utrudniając tym samym dostęp do swego wnętrza. 
(Ryc. 5) [7].

Dendrymery zbudowane są z warstw gałęzi w yra­
stających z umieszczonej centralnie cząsteczki rdze­
nia. Budowa taka sprawia, że w peryferyjnej części 
cząsteczki gałęzie są bardzo ciasno upakowane, pod­
czas gdy wewnątrz pozostaje sporo miejsca, które 
można wykorzystać do przenoszenia mniejszych 
molekuł (Ryc. 6 ). Pewien problem stanowi kontrolo­
wane otwieranie i zamykanie przestrzeni wewnątrz
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dendrymeru tak, aby możliwe było wykluczenie 
przypadkowego uwalniania przenoszonych substan­
cji.

Pierwsza udana próba zamknięcia mniejszych 
cząsteczek wewnątrz dendrymeru poczyniona zo­
stała przez zespół M e i j e r a , który jako czynnik za­
mykający zastosował odpowiednio przygotowane 
aminokwasy [12]. We wnętrzu dendrymerów 
PAMAM przenoszono jednocześnie 4 molekuły 
barwnika różu bengalskiego oraz od 1 do 8  molekuł

nu, jako grup terminalnych, zamykających wnętrze 
dendymerów polipropylenoiminowych. Naświetla­
nie światłem o długości fali wynoszącej 313 nm po­
wodowało przechodzenie azobenzenu z konformacji 
przestrzennej cis do konformacji trans (Ryc. 7), od­
blokowując tym samym dostęp do wnętrza dendry­
meru. Zjawisko to było w pełni odwracalne pod 
wpływem światła o długości 254 nm [15].

Obecnie czynione są próby wykorzystania w ol­
nych przestrzeni wewnątrz cząsteczki dendrymeru

Łańcuch
polimeru liniowego Monodendrony

Ryc. 4. W polimerze liniowym  
łańcuchy boczne
zastąpione zostały przez 
fragmenty dendryme­
rów. a) polimer w stanic 
zwiniętym b) cząsteczka 
nie skondensowana.

kwasu /^-nitrobenzenowego. Cząsteczki fenyloalani- 
ny, zamykające dostęp do wnętrza dendrymeru, zo­
stały usunięte po spełnieniu swojej funkcji w wyniku 
kwaśnej hydrolizy [13]. S e e b a c h i jego współpra-

podczas procesu oczyszczania wód, ekstrakcji pro­
duktów farmaceutycznych z tanków fermentacyj­
nych, selektywnej enkapsulacji leków, w transporcie 
substratów chemicznych do reakcji polimeryzacji

cownicy, sprawdzając stabilność jednego z zsyntety- 
zowanych przez siebie dendrymerów w środowisku 
zawierającym rożnego rodzaju hydrolazy, zaobser­
wowali możliwość kontrolowanego degradowania 
cząsteczek dendrymeru przez lipazy, proteazy i este­
razy [14].

Bardzo obiecujące wydaje się być użycie przez 
Vo g 1 1 e i współpracowników cząsteczek azobenze-

Ryc. 5. Rodzaj rozpuszczalnika 
silnie wpływa na struktu­
rą przestrzenną dendry­
meru: a) dostęp do w nę­
trza cząsteczki zamknięty 
dzięki oddziaływaniu 
rozpuszczalnika, b) w nę­
trze cząsteczki dendry­
meru wyeksponowane w 
rozpuszczalniku innego 
typu.

prowadzonej w środowisku ciekłego dwutlenku w ę­
gla, będącego w stanie nadkrytycznym. W hydrofilo- 
wym dendrymerze czwartej generacji typu 
DAB-<7e/?ć/r-(NH2)32 terminalne grupy aminowe zo ­
stały zastąpione w około 90% przez łańcuchy perflu- 
oropolieterowe o wzorze 0 C -C F (C F 3 )-0-(C F2- 
CF(CF 3 )-0 ) 5 -CF 2 CF 2 CF3. Tak przygotowany den- 
drymer stał się praktycznie nierozpuszczalny w w o ­
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dzie, w większości rozpuszczalników nieorganicz­
nych, a także w takich rozpuszczalnikach jak: m eta­
nol, chlorek metylenu, tetrahydrofuran, chloroform 
czy aceton. W temperaturze pokojowej, pod ciśnie­
niem 76 atmosfer dendrymer wykazywał jednak  roz­
puszczalność w ciekłym dwutlenku węgla. Micele 
dendrymerowe tego rodzaju m ogą przenosić oranż 
metylowy (barwnik o charakterze jonow ym  rozpusz-

Chiralne właściwości dendrymeru m ogą pocho­
dzić z różnych obszarów cząsteczki: z chiralnych 
grup terminalnych, chiralnego rdzenia, chiralnych 
gałęzi budujących dendrymer lub kombinacji tych 
możliwości [18].

T h o m a s  i T h o r  [19] zaproponowali podział 
dendrymerów optycznie czynnych na trzy główne 
klasy:

Ryc. 6. Niektóre dendrymery 
m ogą przenosić w swym  
wnętrzu mniejsze
cząsteczki. Po um ieszcze­
niu dendrymerów w  roz­
tworze barwnika dostęp 
do ich wnętrza można za­
mknąć przez przyłączenie 
aminokwasów.

czalny w C 0 2) z roztworu wodnego do ciekłego dw u­
tlenku węgla. Mechanizm tego procesu nie jes t je sz ­
cze precyzyjnie poznany, aczkolwiek autorzy pracy 
widzą możliwość zastąpienia ogromnych ilości roz­
puszczalników organicznych zużywanych w labora­
toriach, poprzez odpowiednio zaprojektowane syste­
my ekstrakcyjne oparte na zastosowaniu dendryme­
rów i ciekłego C 0 2 [16].

UV

ciepło lub VIS
N =N

CIS

Ryc. 7. Azobenzen zmienia swoją konformację przestrzenną pod 
wpływem promieniowania elektromagnetycznego. Proces ten 
jest w pełni odwracalny.

V. Dendrymery optycznie czynne

Wprowadzenie chiralnych elementów do struktu­
ry dendrymeru powoduje powstanie niesymetrycz­
nych, niesferycznych cząstek posiadających chiralną 
powierzchnię oraz chiralne przestrzenie wewnątrz- 
cząsteczkowe. Zbudowane w ten sposób cząsteczki 
można wykorzystać na przykład do selektywnego 
wiązania enancjomerów określonego typu. Podczas 
asymetrycznej katalizy chiralna powierzchnia den­
drymeru może służyć jako egzoreceptor, zaś wnętrze 
jako chiralny endoreceptor [17].

1 . dendrymery ze stereogennym rdzeniem,
2 . dendrymery z chiralną powierzchnią,
3. dendrymery zawierające centra stereogen- 

ne w całej swojej strukturze

V -l. Dendrymery zawierające stereogenny rdzeń

Wszystkie obecnie znane dendrymery tego typu 
zawierają element chiralny dokładnie w swoim rdze­
niu (Ryc. 8 a). Można przewidywać także stworzenie 
innych rodzin dendrymerów, gdzie stereogenny m o­
nomer zostaje wyparty podczas przyłączania kolej­
nych warstw z rdzenia na peryferie cząsteczki 
(Ryc. 8 b) lub gdzie rdzeń zawiera więcej niż jeden 
chiralny m onom er (Ryc. 8 c).

S e e b a c h wraz ze swoim zespołem zaobserwo­
wał w dendrymerach gdzie cząsteczkę rdzenia stano­
wiły różne pochodne tris(hydroksymetylo) metanu, 
zjawisko stopniowego maskowania aktywności 
optycznej rdzenia poprzez otaczające go nieczynne 
optycznie gałęzie. Praktycznie już  w trzeciej genera­
cji obserwowana aktywność optyczna spadała do 
zera [2 0 ].

V-2. Dendrymery z chiralną powierzchnią

Najprostszym sposobem uzyskania tego typu m o­
lekuł jes t modyfikacja niechiralnego dendrymeru po­
przez przyłączenie chiralnych elementów do po­
wierzchni ostatniej jego warstwy (Ryc. 8 d). Dołącza­
nie kolejnych warstw, tym razem achiralnych, może 
doprowadzić do sytuacji, gdy chiralna warstwa oto­
czona będzie warstwami achiralnymi (Ryc. 8 f).
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V-3. Dendrymery zawierające centra stereogenne w VI-1. Nanokompozyty dendrym erowe 
całej swojej strukturze

Niektóre możliwe rodzaje dendrymerów zaw ie­
rających chiralne m onom ery w całej swojej struktu­
rze przedstawione są na rycinach 8 g-i. U w idocznio­
ne są  tam dendrymery, w których wszystkie m ono­
mery posiadają taką sam ą konfigurację absolutną 
(Ryc. 8 g), oraz dendrymery zbudowane z bloków, 
plasterków lub generacji monom erów o różnych 
konfiguracjach absolutnych (Ryc. 8 h - 8 i). Jednolitą 
powierzchnię chiralną m ogą tworzyć także elementy 
rozmieszczone w sąsiadujących ze sobą gałęziach 
(Ryc. 8 e) [19].

Trudności w konstruow aniu  nanokom pozytów  o 
precyzyjnie zdefiniowanych rozm iarach i w łaściw o­
ściach stanowią główne ograniczenie rozwoju 
współczesnej nanotechnologii. Wydaje się więc, że 
użycie dendrymerów charakteryzujących się ideal­
nie powtarzalnym, pozbaw ionym  defektów kształ­
tem może okazać się obiecującym  kierunkiem roz­
woju tej dziedziny.

B a l o g h  i T o m a l i a  donieśli niedawno 
o stworzeniu nanokom pozytu opartego o pow ierzch­
niowo modyfikowany dendrym er PAMAM, który 
kompleksowano jonam i dw uwartościowej miedzi

W roku 1998 grupa pod kierownictwem M e i j e - 
r a  zaproponowała syntezę chiralnego dendrymeru 
poprzez przyłączenie do cząsteczki rdzenia gałęzi 
pochodzących od różnych generacji dendrymeru 
(Ryc. 9) [18].

VI. Dendrymery zawierające atomy 
pierwiastków metalicznych

Wprowadzenie atomów metali do struktury den ­
drymeru prowadzi do powstawania cząsteczek o ró ż ­
nych, często bardzo interesujących właściwościach. 
Kilka dotychczas zsyntetyzowanych metalodendry- 
merów opisanych zostało poniżej.

Ryc. 8. Dendrymery wykazujące ak­
tywność optyczną m ogą za­
wierać centra stereogenne w  
różnych miejscach swojej 
struktury (szczegółow y opis 
w tekście).

(Cu2+), w wyniku czego obserw owano przyłączenie 
metalicznych domen o rozmiarach znacznie m niej­
szych od rozmiarów dendrymeru [21]. Nie ustalono 
jednak, czy domeny te tworzyły się na powierzchni, 
czy wewnątrz cząsteczki dendrymeru. K om pleks ten 
wykazywał niezwykle dużą trwałość, s ięgającą w 
warunkach beztlenowych 90 dni, niezależnie od tego 
czy znajdował się on w roztw orze metanolu czy 
wody. Badacze przew idują m ożliwość zastosowania 
metalicznych nanokom pozytów dendrym erow ych w 
optoelektronice, do budowy półprzewodników, w 
usuwaniu skażeń środowiska naturalnego lub jako  
katalizatorów.
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T i 11 e y i w spółau torzy  poinformowali o syntezie 
m etalodendrymerów polikationowych, powstałych 
przez zastąpienie podstaw ników  benzylowych den- 
drymeru w ęglokrzem ianow ego przez jony  rutenu 
(Ru+) [2 2 ].

przejściowych w każdej generacji, poprzez 
przyłączanie do metalicznego rdzenia kolejno bloko­
wanych i aktywowanych ligandów [24],

VI-2. Dendrymery metaloporfirynowe

©
Ryc. 9. M ożliwa jest konstrukcja dendrymeru optycznie czynnego, w  

którym źródłem chiralności są gałęzie pochodzące z różnych 
generacji dendrymeru.

Grupa R e i n h o u d t a  przeprowadziła udaną 
syntezę dendrymeru zaw ierającego w swej struktu­
rze jony dw uw artościow ego palladu (Pd2+). Opano­
wano tworzenie trzeciej generacji dendrymeru opie-

Odpowiednio modyfikowane metalodendrymery 
m ogą pełnić funkcję syntetycznych, globularnych 
enzymów, naśladujących białka zawierające struktu­
ry hemowe, takie jak  cytochrom c. Przyczynić się to 
może do lepszego zrozumienia funkcjonowania tych 
białek w układach biologicznych [25, 26, 27].

G r o s s  i współpracownicy, w celu usystem a­
tyzowanego zbadania wpływu syntetycznej, pepty- 
dopodobnej struktury na potencjał redoks otaczane­
go rdzenia, zsyntetyzowali dendrymer żelazoporfi- 
rynowy pierwszej oraz drugiej generacji. Okazało 
się, że dendrymery generacji drugiej, dzięki gęściej 
upakow anym gałęziom ograniczającym kontakt 
struktury hemowej rdzenia z otaczającym go środo­
wiskiem, posiadają bardziej dodatni potencjał redoks 
Fe3+/ Fe2+ niż dendrymery generacji pierwszej [28], 

Zsyntetyzowany przez zespół C o 11 m a n a den­
drymer żelazoporfirynowy wykazywał w obecności 
1 ,2 -dimetyloimidazolu zdolność odwracalnego 
wiązania 0 2 i CO, przy czym jego  powinowactwo do 
cząsteczek tlenu było 1 0 0 0  razy większe, niż hem o­
globiny w stanie T (Ryc. 10) [29]

S u s 1 i c k wraz z kolegami przygotowali now ą 
klasę nie podatnych na utlenienie dendrymerów por-

rając się o reakcje samoorganizacji monomerów 
[23].

B a l  z a n i  i jego  współpracow nicy zsyntetyzo­
wali m etalodendrymery zawierające metale grup

Ryc. 10. Dendrymery żelazo- 
porfirynowe wykazują 
podobieństwo struktu­
ralne i funkcjonalne 
do związków henro­
wych pochodzenia na­
turalnego.

firynowych. Korzystając ze strategii syntezy zbie­
żnej, do rdzenia porfirynowego zawierającego w 
swym centrum jon  m anganu (M n3+) dołączali mono- 
dendrony poliestrowe, zabezpieczające metaliczne
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centrum przed utlenieniem. Podczas reakcji epoksy- 
dacji olefin tak zbudowana cząsteczka dendrymeru 
katalizowała tworzenie 2-4 połączeń epoksydowych 
na sekundę, zużywając się w około 1 0 % po utworze­
niu 1000 połączeń [30].

Istnieje duże zainteresowanie systemami konw er­
sji energii niesionej przez fotony na energię che­
miczną. J i n g i A i d a  stosowali niskoenergetyczne 
fotony promieniowania podczerwonego do zmiany

rakowych, transfer leukocytów do ognisk zapalnych 
oraz infekcje bakteryjne i wirusowe [34]. Opracowa­
nie glikopeptydomimetyków, będących w stanie 
skutecznie rywalizować z glikopeptydami obecnymi 
w żywej komórce może wywołać przełom  w profi­
laktyce i leczeniu wielu chorób [35],

Rezultaty wielu badań w spierają  hipotezę, że poli- 
walencyjne oligosacharydy m ogą służyć jako efek­
tywne Ugandy wiążące białka patogenne pochodze-

Morfologia
sferyczna

izomeryzacji przestrzennej dużych, sferycznych 
azodendrymerów eteru arylowego [31]. Okazało się, 
że zmiana izomeryzacji przestrzennej obecnego w 
rdzeniu azobenzenu (Ryc. 7) z konformacji cis na 
trans ma miejsce wyłącznie w cząsteczkach o 
kształcie sferycznym, i tylko przy takim kształcie 
wszystkie 4 podjednostki (gałęzie) dendrymeru za ­
chowują się jak  jeden spójny chromofor, w którym 
energia wzbudzenia nie jes t  ściśle zlokalizowana 
przestrzennie, lecz migruje w trójwymiarowej s truk­
turze zrębu, wokół rdzenia dendrymeru (Ryc. 11). 
Zwiększa to prawdopodobieństwo transferu energii z 
chromoforu do struktury porfirynowej rdzenia. M e­
chanizm ten jest podobny do sposobu transdukcji 
energii z chromoforu do elektroforu u purpurowych 
bakterii fotosyntetyzujących, gdzie energia przeka­
zywana jest w sposób równie szybki i skuteczny 
[32].

Również grupa pod kierownictwem K o p e l m a -  
n a ,  analizując widma absorpcyjne stworzonych 
przez siebie azodendrymerów, wykryła zjawisko 
transferu energii ze struktur otaczających rdzeń 
wprost do elektroforu stanowiącego centrum 
cząsteczki [33].

VII. Glikodendrymery

Interakcje węglowodanów i białek są podstaw ą 
między innymi takich zjawisk jak  przerzuty komórek

Morfologia
niesfe czna Ryc11- Struktura dendrymeru determinuje 

•7 skuteczność transferu energii do
jego wnętrza.

nia bakteryjnego. Kompleksy złożone z dendryme­
rów polipropyleniminowych i o ligopeptydów M CI 
wykazują wielokrotnie wyższy stopień inhibicji ad­
hezji holotoksyny cholery oraz enterotoksyny E. coli 
do powierzchni natywnej formy M C I immobilizo- 
wanej na fazie stałej, niż wolne oligopeptydy M CI. 
Stężenie związanego z dendrymerem  oligopeptydu 
M CI wymagane do zaobserwow ania zjawiska inhi­
bicji adhezji jest 1 0 0 0  razy niższe niż stężenie w ol­
nego M CI [36, 37].

Użycie specjalnie znakowanych dendrymerów 
może służyć łatwiejszemu w ykryw aniu  tworzonych 
przez nie kompleksów z przeciwciałami. Q u a 1 - 
m a n  wraz ze w spółpracownikam i wykorzystali 
zsyntetyzowany przez siebie dendrym er poli- 
a,e-L-lizynowy, którego grupy powierzchniow e zo­
stały wysycone borem do uzyskania w technice ESI 
(ang. Electron Spectroscopic Im ag ing ) obrazu prze­
ciwciał związanych na ich powierzchni [38].

VIII. Dendrymery kwasów nukleinowych

Grupa badaczy pod kierow nictwem  L i s k a m p a 
opracowała syntezę dendrymerów kw asów  nukle­
inowych przy użyciu strategii syntezy zbieżnej opar­
tej o monomery zbudowane z 3,5-bis(2-tert-butyio- 
ksykarbonyloaminoetoksy) benzoesanu metylu [39],

Podobną w założeniach syntezę przeprowadzono 
także używając do konstrukcji cząsteczki dendryme-
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ru m onom erów  zbudow anych z różnych kwasów hy- 
broksybenzenowych i aminoalkoholi [40].

Syntezą rozgałęzionych kwasów nukleinowych 
naśladujących naturalne introny zajęła się natomiast 
grupa pod kierow nictwem  J . D a m h y , która przy 
użyciu strategii rozbieżnej przeprowadziła reakcję 
na powierzchni płytki szklanej, stanowiącej fazę 
stałą. Biegła ona w niekonwencjonalnym kierunku 
5 ’—>3’ [41].

N i e l s e n  i współpracownicy donieśli o udanej 
syntezie siedmioramiennego dendrymeru DNA, w 
którym każda z nici DNA tworzących ramiona den­
drymeru zawierała na pew nym  swym odcinku frag­
ment jednoniciow y o sekwencji zdolnej hybrydyzo- 
wać z kom plem entarnym i sekwencjami kwasu nu­
kleinowego [42].

Użycie b iosensorów opartych o hybrydyzację 
DNA jest nowym, bardzo obiecującym narzędziem 
w badaniach chorób genetycznych. Immobilizowa- 
ny, jednoniciow y oligonukleotyd o właściwie dobra­
nej sekwencji, hybrydyzuje z komplementarnym 
fragmentem poszukiwanej cząsteczki. Użycie den­
drymeru D N A  generacji czwartej, o odpowiednio za­
projektowanych gałęziach, im mobilizowanego na 
płytce kwarcowej pokrytej c ienką w arstwą atom o­
wego złota, zwiększa stopień hybrydyzacji patogenu 
pochodzącego od C ryptosporidium  parvum  około 
1 0 -krotnie w stosunku do pojedynczego oligonukle- 
otydu. Teoretycznie m ożliw a jes t  również synteza 
dendrymeru DN A  generacji dwunastej, który 
według p rzew idyw ań  zawierałby 2  m iliony ramion 
o ligonukleo tydow ych kom plem entarnych  do se­
kwencji badanego patogenu, co bardzo wydatnie 
zw iększałoby czułość tak zapro jektow anego bio- 
sensora [43].

IX. Transfer genów

Możliwość w pływ ania na metabolizm komórki 
poprzez m odyfikowanie informacji zawartych w jej 
materiale genetycznym  z pew nością stanie się w nie­
dalekiej przyszłości podstaw ą wielu niezwykle sku­
tecznych, specyficznie ukierunkowanych terapii. Te­
rapie genowe, aby zagwarantować w ym aganą sku­
teczność m uszą opierać się na systemie efektywnie 
przenoszącym informacj ę genetyczną do wnętrza ko­
mórki oraz zapewniającym  możliwie najwyższy po­
ziom ekspresji przenoszonych genów. Dobry przeno­
śnik materiału genetycznego powinien także tworzyć 
z przenoszonym materiałem stabilne oraz dostatecz­
nie małe oligomery, które m ogłyby swobodnie w y­
chodzić ze strumienia krwi płynącej w naczyniach 
krwionośnych i łatwo przenikać do wnętrza wybra­

nego typu komórek [44]. Dzięki spełnieniu tego w a­
runku możliwy jes t transfer genów do wnętrza kom ó­
rek zwierzęcych za pośrednictwem dróg oddecho­
wych lub też przez iniekcje domięśniowe [45],

Istniejące obecnie systemy stosowane w transfek­
cji, takie jak  wektory wirusowe lub liposomy, posia­
dają  wiele wad, między innymi charakteryzują się 
ograniczoną pojemnością, rekombinują, powodują 
mutagenezę, a także wywołują odpowiedź im muno­
logiczną oraz stany zapalne [46], Wektory wirusowe 
integrując się z genomem transfekowanej komórki 
m ogą także przyczynić się do aktywacji protoonko- 
genów komórkowych lub inaktywować geny supre- 
sji nowotworowej [47].

Dendrymery poliamidoaminowe, podobnie jak  
wektory niewirusowe, w yw ołują kondensację DNA 
[48, 49]. Zachodzi ona dzięki obecności na po­
wierzchni dendrymerów dodatnio naładowanych 
grup aminowych (NH 2), oddziałujących elektrosta­
tycznie z obecnymi w kwasach nukleinowych, ujem ­
nie naładowanymi grupami fosforanowymi [48]. 
Dzięki temu, w porównaniu do naturalnych polia- 
min, polilizyny i liposomów, dendrymery wykazują 
zw iększoną siłę oddziaływania jonowego z DNA 
oraz tworzą z kwasami nukleinowymi stabilniejsze i 
lepiej rozpuszczalne kompleksy. Siła oddziaływania 
kulombowskiego stabilizującego kompleks DNA- 
dendrymer jes t w warunkach fizjologicznych na tyle 
duża, że nawet użycie silnego detergentu jonowego, 
jak im  jest siarczan dodecylu sodu (SDS), nie pow o­
duje rozpadu kompleksu na podjednostki [49]. Tak 
duża trwałość sprawia, że wolny kwas nukleinowy 
wprowadzony do wnętrza komórki nie ulega degra­
dacji pod wpływem działania endosomów oraz 
wewnątrzkom órkowych nukleaz [50, 51]. Owinięcie 
kwasu nukleinowego wokół cząsteczki dendrymeru 
czyni tak powstały kompleks odpornym na restryk­
cyjne działanie endonukleazy i DNazy I. Materiał ge­
netyczny pozostaje jednak  dostępny dla polimerazy 
RNA II, co ma fundamentalne znaczenie dla przebie­
gu transkrypcji [46]. Oprócz modyfikacji topolo­
gicznych, wynikających ze zmiany 2 i 3 rzędowej 
struktury kwasów nukleinowych, pew ną ochronną 
rolę odgrywają także zdolności buforowe dendryme­
ru w zakresie pH 5-7 [52]. Wynikają one z tego, że 
w fizjologicznym pH dendrymery PAMAM są tylko 
częściowo uprotonowane, zatem po endocytozie w y­
kazują wewnątrz komórki cechy słabych zasad, bu­
forując częściowo zakwaszenie endosomalne i chro­
niąc tym samym kompleks DNA-dendrymer przed 
degradacją (terminalne grupy aminowe charaktery­
zują  się p/ća=6,9, wewnętrzne natomiast pK a=3,9) 
[53].
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X. Skuteczność transfekcji

Przeprowadzone dotychczas próby wykorzystania 
dendrymerów poliam idoam inowych (PAMAM) do 
transferu materiału genetycznego w ydają się być 
bardzo obiecujące.

B i e l i ń s k a  wraz ze sw oją grupą w bada­
niach nad inhibicją ekspresji genu lucyferazy przez 
antysensowe oligonukleotydy lub antysensowe 
mRNA przenoszone przez dendrymery, osiągnęła 
efektywność transfekcji rzędu 30-60%. Wynik ten 
zależny był głównie od generacji użytego dendryme- 
ru, ilości przenoszonego kwasu nukleinowego oraz 
wzajemnego stosunku ładunków DNA i dendrymeru 
w utworzonym kompleksie. Generalnie wyższą eks­
presję obserwowano w przypadku użycia do trans­
fekcji dendrymerów wyższych generacji, n iezale­
żnie od tego, czy rdzeń stanowiła cząsteczka EDA 
czy NH3. Nie obserwowano tworzenia się kom plek­
sów DNA-dendrymer w przypadku użycia dendry­
merów generacji niższych niż czwarta [49]. K orzyst­
nie wpływał również około (5-20)-krotny nadmiar 
dodatnio naładowanego dendrymeru w stosunku do 
DNA, podnosząc wielokrotnie efektywność trans­
fekcji oraz ekspresji przenoszonego materiału p o ­
przez ułatwianie wiązania z fosfolipidami błon k o ­
mórkowych, co wywoływało endocytozę. Badania 
wpływu inhibitora metabolizmu komórkowego, j a ­
kim jest azydek sodu oraz specyficznych inhibitorów 
endocytozy, takich jak cytocholazyna B i deoksyglu- 
koza na przenikanie kompleksu przez błony kom ór­
kowe pozwoliły ustalić, że kompleksy DNA-dendry- 
mer wnikają do wnętrza komórki na drodze endocy­
tozy energozależnej [48],

Q i n  i współpracownicy zajmowali się transfe­
rem genów inhibujących powstawanie interleukiny 
IL-10 uczestniczącej w  aktywowaniu powstawania 
limfocytów T. Zaham owanie wytwarzania tej cytoki- 
niny miało na celu zablokowanie powstawania reak­
cji immunologicznej, prowadzącej do niszczenia k o ­
mórek przeszczepionego mięśnia sercowego przez 
organizm biorcy [54].

W celu poprawy efektywności systemów trans- 
fekcyjnych opartych o wykorzystanie dendrymerów 
wprowadzano do nich różnego typu modyfikacje. W 
wyniku tego okazało się na przykład, że efektywność 
transfekcji wzrastała znacznie, gdy oprócz dendry­
meru generacji dziewiątej (z N H 3 jako  cząsteczką 
rdzeniową) stosowano także DEAE-dekstran, zapo­
biegający łączeniu się kom pleksów  D N A -dendrymer 
w olbrzymie agregaty o  średnicach rzędu setek ang- 
stremów. Zabieg taki zwiększał cytotoksyczny 
wpływ układu na transfekowane komórki. Po 24-

godzinnej inkubacji obserwowano około 2  krotny 
wzrost śmiertelności komórek, sięgający poziomu 
około 5-8%. Mimo to układ zapewniał od 10 do 100 
razy wyższą skuteczność transfekcji niż komercyjnie 
dostępne lipidy kationowe. Wysoki poziom  ekspresji 
osiągany był także w przypadku opornych na k la­
syczne metody transfekcji fibroblastów człowieka 
oraz linii kom órkowych Jurkat [49].

H a e n s l e r  i S z o k a  stosując do trans­
fekcji dendrymer PAMAM generacji piątej o rdzeniu 
N H 3, do którego dołączono peptyd GALAcys desta­
bilizujący błonę komórkową, zaobserwow ali efekty 
ekspresji przenoszonych genów w 80% komórek li­
nii CV-1 oraz mniej niż 1% u opornych na transfek- 
cję linii komórkowych EL-4 i Jurkat [55].

T a n g i współautorzy, badając zdolności trans- 
fekcyjne częściowo zdegradowanych dendrymerów 
stwierdzili, że do skutecznej transfekcji niezbędny 
jest nie tylko duży nadmiar dodatniego ładunku p o ­
chodzącego od grup N H 2 obecnych na powierzchni 
cząsteczki, ale pew ną rolę odgrywa także masa oraz 
elastyczność cząsteczki dendrymeru. Degradacja 
dendrymeru następuje podczas solwolizy wiązań 
amidowych obecnych w cząsteczce [5]. Wysoka sku­
teczność transferu genów za pom ocą  dendrymerów 
PAMAM wyższych generacji przypisyw ana jes t ich 
sferycznemu kształtowi oraz średnicy zbliżonej do 
średnicy rdzenia histonowego obecnego w chroma- 
tynie, a także zdolności zaburzania struktury błony 
komórkowej, co ułatwia wnikanie kompleksu do 
wnętrza komórki [56].

Wymiana terminalnych grup am inowych na cu ­
kry, peptydy lub grupy karboksylowe w pływała ha­
mująco na zdolność wiązania D NA  w stopniu p ro ­
porcjonalnym do ubytku pow ierzchniow ych grup 
aminowych [46].

XI. Cytotoksyczność

R o b e r t s  wraz z kolegami badali dendrym e­
ry PAMAM generacji trzeciej, piątej i siódmej pod 
kątem cytotoksyczności (in vitro  i in vivo), zdolności 
wywoływania odpowiedzi im munologicznej oraz 
biodystrybucji w transfekowanych organizmach. 
Jako materiał biologiczny do badań in vitro  
posłużyły komórki linii V79, badania in vivo  p row a­
dzone były natomiast na myszach linii Swiss-Web- 
ster. Okazało się, że dendrymer generacji trzeciej 
znacząco wpływał na wzrost śmiertelności tylko w 
przypadku bardzo wysokiego stężenia w ynoszącego 
1 mM. Dendrymer generacji piątej wykazyw ał tok ­
syczność już  przy stężeniu 10 pM , natomiast 
PAMAM generacji siódmej pow odow ał śmierć k o ­
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mórek w całym  badanym  zakresie stężeń (1 mM, 10 
pM, 100 nM). Generalnie stwierdzono, że dendry­
mery PA M A M  niższych generacji są mało szkodliwe 
w badanym zakresie stężeń in  v i t r o  oraz nie pow o­
dują żadnych problem ów przy zastosowaniu ich in  

v iv o .  Szkodliwe działanie wyższych generacji przy­
pisują badacze polikationow em u charakterowi den­
drymerów poliam idoam inow ych, uważając, że bar­
dzo wysoki nadm iar dodatniego ładunku po­
chodzącego z terminalnych grup aminowych jest 
przyczyną obserwowanej cytotoksyczności. R ów ­
nież nadm iarem  dodatniego ładunku na powierzchni 
dendrymerów tłum aczą autorzy sposób ich bio- 
dystrybucji wewnątrz organizmów myszy. Zastana­
w iają się jednocześn ie  w jaki sposób dendrymery o 
stosunkowo dużej średnicy przenikają przez kanaliki 
nerkowe, podczas gdy białka o porównywalnej do 
dendrymerów wielkości nie są w stanie [57].

XII. Perspektywy badań nad dendrymerami

Możliwość precyzyjnego zaprojektowania 
położenia każdego z atomów budujących cząsteczkę 
dendrymeru daje nowe, nieznane dotąd w chemii m o­
żliwości, które coraz chętniej eksplorowane są przez 
badaczy tematu. Owocuje to zw iększającą się z dnia 
na dzień liczbą publikacji traktujących o syntezie 
różnego rodzaju dendrymerów oraz ich zastosow a­
niach praktycznych. Uzasadnionym optymizmem 
napawają pierwsze doniesienia o udanym użyciu 
dendrymerów w praktyce medycznej. Dendrymery 
jako przenośniki leków przeciwnowotworowych ta­
kich jak  cisplatyna. Dendrymery jako kontenery 
transportujące fotouczulacze z grupy ftalocyjanin. 
Dendrymery jako  nowoczesne kontrasty w tom ogra­
fii komputerowej czy rezonansie magnetycznym. 
Dendrymery jako  warstwa pokrywająca baloniki 
używane w angioplastyce. Dendrymery jako czynnik 
poprawiający czułość immunoblotingu. Dendrymery 
jako ...
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Współzależność funkcjonalna mitochondriów oraz 
siateczki śródplazmatycznej a sygnał wapniowy 

Cross-talk between mitochondria and endoplasmic 
reticulum, and calcium signalling
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Wykaz stosowanych skrótów: [Ca2+]c —  stężenie jonów  
wapniow ych w cytosolu; [Ca2+]m —  stężenie jonów
w apniowych w m acierzy mitochondrialnej; [Ca2+]n —  stężenie 
jonów  w apniow ych w jądrze kom órkowym ; ER —  siateczka 
śródplazm atyczna; Fura-2 —  sonda fluorescencyjna służąca do 
pomiaru stężenia jonów  wapniow ych w cytoplazm ie; GFP —  
(ang. green fluorescent protein ); IP3 —  1,4,5-trisfosfoinozytol; 
m imsAEQ —  akw oryna zaopatrzona w sekw encję kierującą 
białko do przestrzeni m iędzybłonowej m itochondrium ; 
mitoAEQ —  akworyna zaopatrzona w m itochondrialną 
sekwencję kierującą; SOC —  (ang. storę operated channel) 
kanał w apniow y w błonie kom órkowej; SR —  siateczka 
sarkoplazm atyczna;

1. Wstęp

Zmiany stężenia jonów  wapniowych [Ca2+] w 
cytosolu m ogą być odpowiedzią na szereg różnych 
bodźców. Dzieje się tak w większości typów 
komórek. Wzrost [Ca2+] w cytosolu może być 
zarówno wynikiem wypływu jonów  wapniowych z 
siateczki śródplazmatycznej (ER), jak  i napływu 
tego jonu  ze środowiska zewnątrzkomórkowego. 
Oba te procesy transportowe zachodzą przez 
wyspecjalizowane kanały: w błonie siateczki śród-

*Mgr, Instytut Biologii D oświadczalnej PAN, Zakład 
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plazmatycznej w transporcie jonów  wapniowych 
uczestniczy kanał —  receptor 1,4,5-trisfosfoinozy- 
tolu (IP 3 ), zaś na błonie komórkowej kanał 
aktywowany w wyniku opróżnienia siateczki 
śródplazmatycznej z jonów  wapniowych [ł]  tzw. 
SOC —  ang. store operated channel znany też jako 
CRAC —  ang. calcium  release activated calcium  
channel.

Stężenie jonów  wapniowych w poszczególnych 
przedziałach komórkowych jes t różne. W cytosolu i 
w jądrze komórki w stanie spoczynku stężenie jonów 
wapniowych wynosi kilkadziesiąt nM, w macierzy 
mitochondrialnej zaś i wewnątrz siateczki śród­
plazmatycznej —  kilka pM  [2]. Pobudzenie komórki 
prowadzi do zmian [Ca2+] we wszystkich tych 
przedziałach komórki. W pobudzonej komórce 
dochodzi do produkcji trisfosfoinozytolu i jego 
oddziaływania na wrażłiwe kanały —  receptory IP3, 
przez co następuje opróżnienie siateczki śród­
plazmatycznej z jonów  wapniowych. Ten proces 
aktywuje wrażliwe na opróżnienie siateczki 
śródplazmatycznej z jonów  wapniowych kanały 
wapniowe w błonie komórkowej (SOC). W wyniku 
pobudzenia komórki, [Ca2+] w cytosolu wzrasta do 
wartości 1-2 pM. Zmiany stężenia jonów w apnio­
wych zachodzące w jądrze naśladują zmiany [Ca2+] 
cytosolowego [3].
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W ostatnich latach znacznie wzrosło zaintere­
sowanie udziałem mitochondriów w metabolizmie 
jonów wapniowych. Do niedaw na uważano, że m ito­
chondria służą za swoisty „zawór bezpieczeństwa” , 
tzn. wychwytują jedynie nadmiar jonów  wapnio­
wych, gdy ich stężenie osiągnie wartość kilku pM, 
co mogłoby być toksyczne dla komórki. Ponieważ 
stężenie jonów  wapniow ych przekraczało próg 
wrażliwości uniportu Ca2+ w mitochondriach 
niezmiernie rzadko i tylko w warunkach patologii, 
sądzono, że ich rola w metabolizmie jonów  
wapniowych jes t marginalna. Wiadomo, że m ito­
chondria pobierają jony  wapniowe, gdy zostaną 
spełnione dwa warunki: po pierwsze gdy na 
wewnętrznej błonie mitochondrialnej jes t  wysoki 
potencjał elektryczny z ładunkiem ujemnym po 
stronie macierzy mitochondrialnej, po drugie, gdy 
stężenie jonów  Ca2+ w cytosolu osiągnie poziom 
kilku pM. Napływ jonów  wapniow ych do m ito­
chondriów następuje przez działający jed n o ­
kierunkowo (z cytosolu do macierzy) nośnik, 
selektywny dla jonów  wapnia określany jako uniport 
wapniowy [4]. Z kolei wypływ jonów  wapniowych z 
mitochondrium odbywa się przez elektroneutralne 
(nie generujące i nie zużywające potencjału) 
wymienniki i jes t sprzężony z transportem H + lub 
N a+ [5]. Niskie powinowactwo nośnika katali­
zującego uniport, w stosunku do jonów  Ca2+ 
sprawiało, że długo nie przypisywano 
mitochondriom istotnej roli w regulacji homeostazy 
wapniowej w prawidłowej komórce (K d = 10M, 
powinowactwo określono w badaniach na 
izolowanych mitochondriach). Od kilku lat nowe 
techniki pomiarowe, wykorzystujące między innymi 
białka (takie jak  akworyna) lub syntetyczne sondy 
fluorescencyjne wiążące Ca2+ (takie jak  Fura-2 czy 
Fluo-3) pozwalają na precyzyjne oznaczanie 
stężenia jonów  wapniowych nie tylko w pojedyn­
czych komórkach, ale nawet w organellach.

II. Pomiar stężenia jonów wapniowych 
w komórce

Sondy fluorescencyjne są stosunkowo łatwe w 
użyciu. Na przykład w prow adzona do komórki 
estrowa pochodna sondy Fura-2 (Fura-2 /AM ) ulega 
wewnątrz komórki enzymatycznej hydrolizie, co 
zapobiega jej wypłynięciu z komórki i nadaje jej 
odpowiednie właściwości fluorescencencyjne i 
wrażliwość na jony  wapniowe. Zarówno Fura-2 
związana z jonam i wapniowymi, jak  i wolna, 
wzbudzone promieniowaniem UV o różnej długości 
fali, emitują promieniowanie elektromagnetyczne o

maksymalnym natężeniu przy długości fali 
Z=510nm. Fura-2 związana z Ca2+jest wzbudzana 
promieniowaniem o maksymalnym natężeniu przy 
długości fali A,=340 nm, zaś wolna o Z=380nm. 
Iloraz natężenia fluorescencji Fura-2 wzbudzonej 
promieniowaniem o długości fali A,=340 nm oraz 
Z=380 nm jest miarą stężenia jonów wapniowych. 
Zmiany [Ca2+]c sprawiają, że większa lub mniejsza 
ilość sondy wiąże się z jonam i wapnia, co wpływa na 
stosunek fluorescencji 340/380nm [6 ]. Fluoryme- 
tryczne badania z użyciem tej sondy m ogą być 
prowadzone zarówno na zawiesinie [7] lub 
pojedynczej warstwie (ang. m onolayer) komórek jak 
i na poszczególnych komórkach [8 ]. Obserwacje 
pojedynczych komórek doprowadziły do odkrycia 
zjawisk zwanych oscylacjami i falami wapniowymi 
[9]. Jednak dotychczasowe metody badawcze, choć 
umożliwiały dokładną obserwację zmian [Ca2+]c i 
pozwalały na stwierdzenie, że stężenie jonów 
wapniowych nie jes t równe w całym cytosolu, to nie 
umożliwiały zbadania zmian [Ca2+] w posz­
czególnych przedziałach komórki.

III. Odbieranie sygnału wapniowego przez 
mitochondria

Od kilku lat wiadomo, że w prawidłowej komórce 
mitochondria są wrażliwe na wzrost [Ca2+]c. A ktyw ­
ność niektórych enzymów mitochondrialnych, jak  na 
przykład trzech wrażliwych na stężenie jonów 
wapniowych dehydrogenaz (pirogronianowej, izo- 
cytrynianowej i 2 -oksoglutaranowej), wzrasta jako 
odpowiedź komórki na oscylacje [Ca2+] [10]. 
Jednakże pomiary aktywności dehydrogenaz 
mitochondrialnych, choć jedynie w pośredni sposób 
mówiły o zmianach stężenia jonów wapniowych w 
macierzy mitochondrialnej ([Ca2+]m), wskazywały, 
że wzrost [Ca2+]c powinien być znacznie wyższy, niż 
wynikałoby to z doświadczeń.

W 1992 roku w laboratorium T. P o z z a n a  w 
Padwie, przeprowadzono doświadczenia obrazujące 
zmiany stężenia jonów  Ca2+ w macierzy m itochon­
drialnej [11]. Metoda opierała się na wykorzystaniu 
akworyny, białka pochodzącego z meduzy Aequorea  
victoria  i reagującego luminescencją (emisją fal 
elektromagnetycznych w zakresie długości fal około 
500nm) na obecność jonów  Ca2+ [12], Białko to sto­
sowano już wcześniej do pomiaru stężenia jonów  
wapniowych, z tym, że podawano je do komórek m e­
todą mikroiniekcji. Zespół P o z z a n a  zastosował 
technikę rekombinacji cDNA, konstruując wektor 
zawierający cDNA akworyny i cDNA sekwencji k o ­
dującej VIII podjednostkę oksydazy cytochromowej.
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Ten fragment peptydu miał stanowić sekwencję k ie­
ru jącą akworynę do mitochondrium [13]. Komórki 
zawierające wektor produkowały akworynę, która 
była następnie transportowana do wnętrza mitochon- 
driów. Zastosowanie tej m etody umożliwiło precy­
zyjną obserwację zmian stężenia jonów  wapniowych 
w mitochondriach i skorelowanie ich ze zmianami 
stężenia jonów  wapniowych w cytosolu. W ten spo­
sób badania nad czasowo-przestrzenną regulacją ak­
tywności mitochondriów przez sygnał wapniowy w 
pobudzonej komórce wkroczyły w now ą fazę.

W 1993 roku R i z z u t o  i w s p .  przedstawili 
hipotezę [14], zgodnie z k tórą  w cytosolu występują 
niewielkie obszary o znacznie w yższym  [Ca2+] niż 
średnie [Ca2+]c. Na skutek pobudzenia komórek 
powstaje w nich inozytolotrisfosforan (IP3 ), który 
aktywuje wrażliwe na IP 3 kanały wapniowe w 
siateczce śródplazmatycznej. Prowadzi to do 
miejscowego uwalniania jonów  wapniowych, 
wychwytywanych przez mitochondria. Badania 
grupy P o z z a n a  z 1999 roku dotyczyły 
mikrodomen wapniowych —  czyli obszarów 
cytosolu o podwyższonym stężeniu jonów  
wapniowych [15]. Skonstruowano wektor cDNA 
(Ryc. 1) zawierający cDNA akworyny, cDNA 
sekwencji kierującej, dzięki której białko trafiało do

mitoAEQ COX AEQ

HA1

Ryc. 1. Schemat fragmentu wektora kodującego mitochondrialną 
akworynę związaną z sekwencją kierującą do mitochondrium  
(COX) oraz obszarem HA1 umożliwiającym  
immunolokalizację

mitochondrium i cDNA obszaru umożliwiającego 
immunolokalizację białka zwanego HA1. W innym 
wektorze zawarto cDNA sekwencji kierującej, która 
powodowała transport nowopowstałego białka do 
światła ER [16]. W kom órkach HeLa trans- 
fekowanych wektorami, powstawały fuzyjne białka 
—  chimery akworynowe, które gromadziły się w 
przedziałach komórkowych specyficznych dla 
sekwencji kierujących i reagowały świeceniem po 
związaniu jonów  wapniowych. Zaobserwowano w 
tych komórkach, że część mitochondriów i pewne 
obszary siateczki śródplazmatycznej w ystępują w 
bardzo bliskim sąsiedztwie. Analizując obrazy 
otrzymane z mikroskopu sprzężonego z kamerą, 
zauważono, że mitochondria i siateczka śródplaz-

matyczna tworzą funkcjonalną sieć współdziałającą 
w przekazywaniu sygnału wapniowego. Konstrukcja 
„mitochondrialnej” akworyny (mito AEQ) um o­
żliwiła bezpośrednie badanie zmian stężenia jonów 
wapniowych w macierzy mitochondrialnej. Gdy 
komórki HeLa poddano działaniu histaminy —  
agonisty receptora błonowego, następowała inicjacja 
wapniowej kaskady sygnałowej na drodze syntezy 
IP 3 i wyrzut jonów  wapniow ych z magazynów ER 
(Ryc. 2). W ówczas w kom órkach obserwowano 
wzrost [Ca2+] w macierzy mitochondrialnej, pięcio­
krotnie wyższy niż w cytosolu. Napływ jonów 
wapniowych do mitochondriów był ściśle zależny od 
potencjału na błonie mitochondrialnej, uprzednie 
podanie rozprzęgacza (CCCP) hamowało ten 
napływ. Już dziś wiadomo, że taki paradoksalnie 
wysoki wzrost [Ca2+]m występuje w mitochondriach 
wielu różnych komórek, np. nabłonkowych, śród- 
błonkowych [17], fibroblastach [18], komórkach 
mięśni szkieletowych [19] czy komórkach B wysp 
Langerhansa [20].

IV. Współzależność funkcjonalna mito­
chondriów i siateczki śródplazmatycznej

Nie było jasne, w jaki sposób mitochondria 
pobierają jony  wapniowe podczas krótkotrwałego 
(< lm in) i niezbyt dużego (< 2 pM) wzrostu ich 
stężenia w cytosolu. Badając uprzepuszczalnione 
komórki wykazano całkow itą niewrażliwość mito­
chondriów na podwyższenie stężenia jonów  
wapniowych w cytosolu do poziomu 2 pM  —  a taki 
właśnie poziom obserwowano w cytosolu pobu­
dzonych komórek używając sondy Fura-2. Zaś 
perfuzja uprzepuszczalnionych komórek roztworem 
IP 3 powodowała wzrost stężenia jonów  wapniowych 
w mitochondriach —  jak  to ma miejsce w 
nieuszkodzonych i pobudzonych komórkach. W nor­
malnych zdrowych komórkach na skutek generacji 
sygnału wapniowego i uwalniania jonów  w apnio­
wych z m agazynów wewnątrzkom órkowych przez 
zależne od IP 3 kanały, powstają  obszary o 
przejściowo podw yższonym  [Ca2+]c „wyczuwane” 
przez mitochondria [14]. M ożna więc założyć, że 
bliskie sąsiedztwo pewnych obszarów siateczki 
śródplazmatycznej bogatych w wapniowe kanały —  
receptory IP3, i m itochondriów wyjaśnia mechanizm 
odpowiedzi mitochondrialnej na pobudzenie 
komórki. Potwierdzają to wyniki R i z z u t o  i 
w s p .  z 1998 roku [16], którzy wykorzystując 
wrażliwe na jony  wapniowe białka GFP (ang. green 
fluorescen t pro tein), badali wzajemne oddziały­
wania ER-mitochondria. Zaobserwowali oni, że w
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przypadku bliskiego sąsiedztwa siateczki śród- 
plazmatycznej, m itochondrium jes t  wystawione na 
działanie znacznie wyższego stężenia Ca2+ 
uwalnianego z ER, niż wykazano to badając średnie 
stężenie jonów  wapniow ych w cytosolu. Badacze 
uznali na podstawie otrzymanych wyników, że 
przestrzenne rozmieszczenie struktur wewnątrz-

wzajemnym oddziaływaniu ER i blisko położonych 
mitochondriów (Ryc. 3).

Funkcjonalne sprzężenie mitochondriów z 
obszarami siateczki śródplazmatycznej bogatymi w 
wapniowe kanały —  receptory IP 3 ma kluczowe 
znaczenie dla funkcjonowania mitochondriów i 
aktywacji zależnych od jonów  wapniowych dehy-

Obszary o różnym [Ca2*]:

| [Ca2+]=kilkadziesiąt nM

|. \  | [Ca2ł]=kilkaset nM

[Ca2ł]= 5 -10  gM

PLC - fosfolipaza C
SOC - ang. store operated channel
Gp - białko G
PIP2 - fosfatydyloinozytolo (4,5)bisfosforan 
IP3 - 1,4,5-inozytolotrisfosforan 
DG - diacyloglicerol

Ca2+

□ kanał - receptor IP3, strzałka 
oznacza wypływ jonów 
wapniowych z siateczki

Ryc. 2. Pobudzenie komórki rozpoczyna kaskadą sygnałową prowadzącą do syntezy IP3, który pobudza kanały —  receptory IP3 w  błonie siateczki 
śródplazmatycznej, co prowadzi do wypływu jonów  wapniowych do cytosolu i indukcji wapniowego kanału SOC na błonie plazmatycznej

komórkowych może mieć duże znaczenie w 
regulacji sygnału wapniowego w mitochondriach.

Kolejnym krokiem było zbadanie zmian stężenia 
jonów wapniowych w przestrzeni międzybłonowej 
mitochondrium. Skonstruowano białko chimeryczne 
mimsAEQ (od ang. m itochondria l interm em brane  
space aeąuoriń) zawierające sekwencję kierującą z 
dehydrogenazy glicerolo-3-fosforanowej, enzymu 
zakotwiczonego w wewnętrznej błonie mitochon- 
drialnej. C-koniec białka, związany z akworyną, był 
eksponowany do przestrzeni międzybłonowej. 
Badając pobudzone histam iną komórki produkujące 
mimsAEQ wykazano wyższy wzrost stężenia jonów 
wapniowych w przestrzeni międzybłonowej (wzrost 
do poziomu 3.5 pM ) niż w cytosolu (wzrost do 
poziomu 2.5 pM) [15]. Potwierdza to hipotezę o

drogenaz mitochondrialnych. Szybki i efektywny 
pobór jonów  wapniowych przez mitochondria 
wspomaga tworzenie fal wapniowych w oocytach 
X enopus  [21]. W pobudliwych komórkach mięśni 
szkieletowych występuje podobne zjawisko. 
Stwierdzono, że mitochondria położone w bliskim 
sąsiedztwie obszarów siateczki sarkoplazmatycznej 
silniej odpowiadają na sygnał wapniowy z niej 
wychodzący [15]. Podobny efekt zaobserwowano w 
komórkach chromochłonnych rdzenia nadnerczy, 
gdzie po pobudzeniu komórki w niektórych 
mitochondriach [Ca2+]m dochodzi wręcz do wartości 
milimolowych. W komórkach chromochłonnych m i­
tochondria biorą udział w mechanizmie kontro­
lującym egzocytozę pęcherzyków sekrecyjnych, a 
tym samym wydzielanie katecholamin [2 2 ],
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Obszary o różnym [Ca2+]:

[Ca2+]=kilkadziesiąt nM 

[Ca2+]=kilkaset nM 

[Ca2+]= 1 - 3 pM 

[Ca2+]= 3 - 5 pM 

[Ca2+]= 5 -10 pM

[ ]  kanał - receptor IP3, strzałka oznacza 
wypływ jonów wapniowych

S I kaskada reakcji 
prowadząca 
do produkcji IP3

bodziec oddziałujący 
na receptor w 
błonie komórkowej

V. Podsumowanie

Badania nad udziałem mitochondriów w 
utrzymywaniu homeostazy wapniowej w komórce i 
przekazywaniu sygnału wapniowego zaowocowały 
nowym spojrzeniem na w zajem ną zależność fun­
kcjonalną siateczki śródplazmatycznej i m itochon­
driów. Analiza obrazów komórki otrzymanych 
dzięki wykorzystaniu chimer akworyny jako  sond 
wapniowych pozwoliła dostrzec przestrzenną 
kolokalizację tych organelli. Bliskie sąsiedztwo 
zależnych od IP 3 kanałów wapniow ych w błonie 
siateczki śródplazmatycznej i części mitochondriów 
sprawia, że w przestrzeni między tymi strukturami 
wzrost stężenia jonów  wapniowych w cytosolu był 
znacznie (do kilkudziesięciu razy) wyższy niż 
obserwowany średni wzrost stężenia jonów  w apnio­
wych w cytosolu. Mitochondria silnie reagowały na 
tak wysokie stężenie jonów  wapniow ych i przez 
uniport wapniowy na wewnętrznej błonie mitochon- 
drialnej mogły intensywnie pobierać jony  w apnio­
we. Wyniki prac doświadczalnych cytowanych w 
tym opracowaniu świadczą dobitnie nie tylko o 
zróżnicowaniu cytosolu pod w zględem  stężenia 
Ca2+, ale też o istnieniu subpopulacji mitochondriów, 
bardziej niż inne odpowiedzialnej za odbieranie 
sygnału wapniowego. Dalszym krokiem w 
badaniach nad tym zagadnieniem może być spraw­
dzenie, czy nie istnieją w komórce wyspecjali-

Ryc. 3. W spółzależność funkcjonalna mito­
chondriów i siateczki śródplazma­
tycznej —  schemat przekazywania 
sygnału wapniowego

zowane mitochondria różniące się między sobą nie 
tylko położeniem względem siateczki śródplaz­
matycznej ale i strukturą.

Artykuł otrzymano 28 lutego 2000 r.
Zaakceptowano do druku 11 maja 2000 r.
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I. Wstęp

A neksyny1, b iałka wiążące jony  wapnia i 
fosfolipidy, tw orzą  rodzinę rozpuszczalnych 
makrocząsteczek o budowie domenowej, w 
określonych warunkach łączących się z błonami 
komórkowymi [1-3]. Podobna struktura cząstecz­
kowa wszystkich aneksyn, oraz ich niskie 
powinowactwo do C a2+, ugruntowały we wczesnym 
etapie badań przekonanie, że rola ja k ą  aneksyny 
odgrywają w organizmach ssaków nie jes t  kluczowa. 
W spółczesne badania nad tymi białkami zmieniły 
takie przekonanie, wskazując na udział aneksyn w 
regulacji wielu procesów, zachodzących w 
komórkach. W śród odkrytych dotąd 45 podrodzin 
aneksyn, skupiających ponad 2 0 0  przedstawicieli 
[4], 12 podrodzin zidentyfikowano u człowieka [5, 
6 ]. Badacze w yróżniają  trzy podstawowe typy tych 
białek. Najliczniejszym są aneksyny o krótkim 
rejonie N-końcowym  i rdzeniu składającym się z 
czterech, niemal identycznych domen tworzących 
miejsca wiązania C a2+ i fosfolipidów. Drugi typ 
reprezentuje aneksyna VII, która oprócz czterech 
powtarzających się domen, ma długi (około 2 0 0  reszt 
aminokwasowych) rejon N-końcowy. Do trzeciego 
typu zakwalifikowano najw iększą z aneksyn, 
aneksynę VI (o m.cz. 67-68 kDa), której rdzeń
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zbudow any jes t  z ośmiu powtarzających się domen. 
Aneksyny są symetrycznymi cząsteczkami, o 
w yodrębnionych dwóch powierzchniach, wklęsłej i 
wypukłej. N a  powierzchni wypukłej zlokalizowane 
są miejsca w iązania jonów  wapnia i fosfolipidów [7, 
8].

Aneksyny ulegają ekspresji w komórkach 
wszystkich typów  tkanek człowieka, z wyjątkiem 
erytrocytów. Szczególnie bogate w aneksyny są 
komórki nabłonkow e [2, 3]. Białka te zidenty­
fikowano również we wszystkich organach, gdzie 
ich zawartość i kombinacje, w jakich występują, 
zależą od typu tkanki [9]. Rozmaitość cechuje 
również wew nątrzkom órkow e rozmieszczenie 
aneksyn. Aneksyny, jako białka rozpuszczalne, 
w ystępują w cytosolu. Jednocześnie w ykazują 
zdolność w iązania się z cząsteczkami fosfolipidów i 
białek błonow ych, dlatego też spotyka się je  na 
powierzchni błon organelli komórkowych i błony 
plazmatycznej [3]. Aneksyny są także wydzielane na 
zewnątrz kom órek  i do płynów ustrojowych, gdzie 
ich stężenie je s t  jednak  bardzo niskie. Wzrost 
pozakom órkowego stężenia aneksyn w różnych 
stanach patologicznych może zatem stanowić 
wskaźnik diagnostyczny [10-14],

Niedawno zaobserwowano, że niektóre choroby 
człowieka są związane z zaburzeniami syntezy i 
funkcji aneksyn. Choroby te określono wspólnym 
terminem „aneksynopatie”2, po raz pierwszy użytym 
w 1999 roku przez J a c o b a  H.  R a n d a  z Mount 
Sinai School o f  Medicine w Nowym Jorku [1]. 
Badacz ten zauważył, że udział aneksyn w pewnych 
stanach chorobow ych może wynikać z funkcji tych
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białek w wielu procesach komórkowych oraz ich 
zdolności do wiązania się z różnorodnymi 
Ugandami, takimi ja k  jony, lipidy, nukleotydy, 
enzymy hydrolityczne, kinazy białkowe, kanały 
jonowe i białka cytoszkieletu. Z wyjątkiem aneksyny 
XIII, która wybiórczo oddziałuje także z 
fosfatydyloetanoloaminą [15], inne aneksyny w 
obecności jonów  wapnia w iążą  się przede wszystkim 
z fosfolipidami anionowymi (fosfatydyloseryną i 
kwasem fosfatydydowym), oraz kwasami tłusz­
czowymi (np. kwasem arachidonowym) [2 ]. 
Aneksyny oddziałują również z białkami, m.in. z

pośrednictwem receptorów purynergicznych (P2X), 
komórek nabłonka wyścielającego pęcherzyki 
płucne, wzrasta wewnątrzkomórkowe stężenie Ca2+. 
Dzięki temu ulega aktywacji kalpaina —  proteaza 
zależna od Ca2+, która odcina 26 reszt amino- 
kwasowych od N-końca aneksyny I. Modyfikacja ta 
wywołuje 1 0 -krotny wzrost powinowactwa 
aneksyny do Ca2+ i stymuluje wydzielanie związków 
powierzchniowo czynnych w płucach w procesie 
egzocytozy, w którym uczestniczy zmodyfikowana 
aneksyna I [25] (Ryc. 1). Zaobserwowano również, 
że fosforylacji aneksyny I towarzyszy wzrost

przedstawicielami własnej rodziny. Na przykład, 
aneksyna II występuje w komórkach w formie 
heterotetrameru zbudow anego z dwóch cząsteczek 
aneksyny i dwóch cząsteczek białka p i l ,  należącego 
do rodziny białek S I 00 [16], Ponadto, aneksyny 
wiążą się z białkiem pęcherzyków synaptycznych, 
synapsyną I [17], oddziałują z białkami G, np. 
dynaminą [18] i białkami regulującymi aktywność 
białek G, np. białkiem p l2 0 GAP [19, 20], oraz wiążą 
się z białkami macierzy zewnątrzkomórkowej [ 1 1 ] i 
czynnikami krzepnięcia krwi [12, 21]. Aneksyny 
oddziałując z białkami cytoszkieletu fodryną [2 2 ] i 
F-aktyną [23], modulując aktywność specyficznych 
proteaz [24, 25] i będąc substratami kinaz 
białkowych [26, 27], m ogą wpływać na procesy 
endo- i egzocytozy, co ilustrują następujące 
przykłady. W wyniku pobudzenia przez ATP, za

Ryc. 1. W pływ proteolizy na 
aktywność aneksyny I w 
komórkach nabłonka pę­
cherzyków płucnych (pne- 
umocytach typu II). Ane­
ksyna I (A nxl) bierze udział 
w  zależnym  od Ca2+ 
wydzielaniu związków  
powierzchniowo czynnych 
przez komórki nabłonka 
płuc w  procesie egzocytozy. 
Znak “+” oznacza aktywa­
cję. Inne wyjaśnienia za­
m ieszczono w tekście 
pracy.

wydzielania insuliny przez komórki beta wysepek 
Langerhansa trzustki [26]. Zarówno w opisanym 
przypadku aneksyny I, j ak i aneksyny V z płytek krwi 
[27], fosforylacja tych białek prowadzi do wzrostu 
powinowactwa aneksyn w stosunku do specy­
ficznego dla tych białek receptora błonowego i 
aktywacji transportu pęcherzykowego. W procesie 
endocytozy cząsteczek LDL w fibroblastach 
stwierdzono, że aneksyna VI aktywuje proteazę 
cysteinową, która trawi spektrynę, przyczyniając się 
do reorganizacji szkieletu podbłonowego tych 
komórek. W wyniku tej reorganizacji pęcherzyki 
opłaszczone klatryną, zawierające cząsteczki LDL, 
m ogą oderwać się od błony plazmatycznej [24] 
(Ryc. 2).

Wpływ aneksyn na błonę kom órkow ą nie 
ogranicza się tylko do oddziaływania z cyto-

’A neksynom pow ięcone były następujące artykuły, które ukazały się dotychczas w Postępach B iochem ii: 
B a n d o r o w i c z - P i k u ł a  J , P i k u ł a  S (1998) Post Biochem  44: 237-244, D a n i e 1 u k M , B a n d o r o w i c z -  P i k u ł a  J 
(1999) Post Biochem  45: 177-181
"Od słów: aneksyny —  białka w iążące jony  w apnia i fosfolipidy i patheia (gr.) —  choroba lub sposób jej leczenia
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szkieletem lub określonymi cząsteczkami białek i 
lipidów błonowych. Oblicza się, że gdyby wszystkie 
aneksyny w kom órce związały się z błonami, to 
pokryłyby połowę wszystkich cząsteczek fosfo­
lipidów. Efekt adsorpcji cząsteczek aneksyn w

[35]. ATP i GTP, wiążąc się z aneksynami V i VI, 
wpływają prawdopodobnie na udział tych białek w 
homeostazie jonów  wapnia w mięśniu sercowym
[36]. Wreszcie, GTP stymuluje zdolność aneksyny 
VII do wywoływania fuzji błon [37, 38]. Do

pęchc— 1----- 1----------
klatrynąl

AnxVI

określonym miejscu na powierzchni błony 
plazmatycznej, bogatym  w fosfatydyloserynę, p rze­
nosi się na inne rejony błony, co zapobiega 
oddziaływaniu fosfolipaz lub izoform białkowej 
kinazy C z lipidami [28]. Dzięki tej właściwości 
aneksyny w pływ ają  na metabolizm lipidów, 
wytwarzanie lipidowych przekaźników informacji i 
regulację różnych dróg przekazywania sygnałów w 
komórkach (np. poprzez kinazy białkowe MAPK/ 
ERK) [29, 30]. Aneksyny oddziałują również z 
błonami organelli komórkowych. Aneksyna VI 
tworzy w wewnętrznej błonie mitochondrialnej 
kanały wapniowe [31], dzięki czemu praw dopo­
dobnie reguluje stężenie jonów  wapnia w tych 
organellach i w pływa na ich metabolizm. Aneksyna 
VI, wiążąc się z b łoną  endosomów, uczestniczy 
również w transporcie pęcherzykowym  [32], zaś 
aneksyna XIIIb, wiążąc się z błonami aparatu 
Golgiego, w pływ a na transport białek i ich 
glikozylację [15],

Coraz więcej obserwacji sugeruje, że aktywność 
aneksyn jest regulow ana przez nukleotydy. ATP i 
cAMP, po związaniu z aneksyną I, w pływają na 
zdolność tego białka do agregacji ziarnistości 
wydzielniczych wyizolowanych z kom órek chromo- 
chłonnych rdzenia nadnerczy i do wywoływania 
fuzji liposomów [33, 34]. GTP, modulując
aktywność aneksyny V jako  kanału wapniowego w 
chondrocytach, reguluje skład chemiczny pęche­
rzyków wydzielniczych, zawierających fosforany 
wapnia niezbędne w mineralizacji tkanki łącznej

Ryc. 2. Udział aneksyny VI w procesie endocytozy 
cząsteczek LDL w fibroblastach. Pęcherzyki 
transportujące cząsteczki LDL (na rycinie 
jako szare kule) są opłaszczone siatką 
klatrynową (czarne linie). Aneksyna VI 
aktywuje (+) proteazę cysteinową, która 
trawi spcktrynę (siatka spektrynowa). 
Dzięki temu szkielet podbłonowy ulega 
reorganizacji i pęcherzyki transportujące 
cząsteczki LDL odłączają się od błony 
plazmatycznej.

zakończenia stymulacji dochodzi w wyniku 
hydrolizy GTP, katalizowanej przez aneksynę VII i 
regulowanej przez jony  wapnia [37, 38].

II. Zaburzenia homeostazy Ca2+ w mięśniu 
sercowym

Jak już  wspomniano, wśród najważniejszych 
funkcji aneksyn wymienia się ich udział w home­
ostazie jonów  wapnia, w transporcie pęche­
rzykowym w endo- i egzocytozie oraz w procesach 
obronnych organizmu. Czy w związku z tym, 
nieprawidłowości w funkcjonowaniu aneksyn mogą 
stanowić podłoże niektórych chorób? Wydaje się, że 
jes t to możliwe. Opisano np. zależność pomiędzy 
rozwojem pewnych stanów chorobowych (dystrofia 
mięśniowa Duchenna [39]), a nieprawidłowym 
poziomem aneksyn w komórkach. W niniejszym 
artykule zostaną omówione trzy przykłady: zabu­
rzenia homeostazy jonów  wapnia w niedokrwionym 
mięśniu sercowym, krwawienie w niektórych typach 
białaczek oraz zmiany martwicze w łożysku 
wywołujące poronienie.

W prawidłowych komórkach serca ssaków 
ulegają ekspresji trzy aneksyny: aneksyna II,
związana z błoną kardiomiocytu i błonami ziaren 
wydzielniczych, aneksyna V, występująca w 
cytosolu, związana z białkami linii Z, ze wstawkami, 
błoną plazmatyczną, jąd row ą i kanalików T, oraz 
izoformy aneksyny VI a i b, zidentyfikowane w 
cytosolu oraz związane z sarkolemmą, z siateczką
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sarkoplazmatyczą (SR) i ze wstawkami [40, 41]. W 
wyniku zawału mięśnia sercowego dochodzi do 
zmian wewnątrzkom órkowego rozmieszczenia 
aneksyn [42]. W zrasta stężenie tych białek w 
cytoplazmie, by po 24 do 48 godzinach powrócić do 
normalnego poziomu [36], Zmiany poziomu aneksyn 
zaobserwowano również w przerośniętym mięśniu 
sercowym [36], w wyniku zaburzeń krążenia 
wieńcowego [41], a także w związku z zaburzeniami 
homeostazy jonów  wapnia w komórce [36].

Myszy transgeniczne, u których wywołano 
10-krotny wzrost syntezy aneksyny VI w 
kardiomiocytach (ang. targeted expression ), chara­
kteryzowały się przerostem mięśnia sercowego, 
zaburzeniami cyklu skurczowo-rozkurczowego w 
porównaniu ze zwierzętami kontrolnymi i niskim 
stężeniem jonów  wapnia w kom órkach serca [36]. U 
wielu tych zwierząt, w kilka tygodni po narodzinach, 
dochodziło nawet do zawału serca. Odwrotnie niż u 
myszy, którym zablokowano ekspresję aneksyny VI 
(ang. nuli m utant), i u których czynność serca 
pozostawała niezmieniona [43]. Zatem w jaki sposób 
nadprodukcja aneksyny VI może wpływać na 
zaburzenia homeostazy jonów  wapnia w komórkach 
mięśnia sercowego? Na podstawie wyników badań 
in vitro, wydaje się, że istnieją co najmniej trzy 
mechanizmy. Po pierwsze, aneksyny, w tym aneksy- 
na VI, odgrywają w komórce rolę białek bufo­
rujących jony  wapnia, po drugie, tworzą w błonie 
kanały jonowe, a po trzecie, aneksyny wpływają na 
inne systemy transportu Ca2+ w kardiomiocytach, 
bezpośrednio wiążąc się z tymi białkami, wpływając 
na te białka poprzez zmianę dynamiki błon lub 
modulując wytwarzanie lipidowych przekaźników 
informacji [29, 44, 45].

Zdolność aneksyn do wiązania Ca2+ i wysokie 
stężenie tych białek w komórkach sprawiają, że 
aneksyny odgrywają w komórkach rolę białek 
buforujących jony  wapnia. Na przykład w 
komórkach makrofagów poddanych stresowi oksy­
dacyjnemu, zaobserwowano wzrost w ewnątrz­
komórkowego stężenia jonów  wapnia [46]. Wzrost 
ten wynikał z zaham owania aktywności ATPazy 
wapniowej, która nie usuwała jonów  wapnia z 
cytosolu, uszkodzenia mitochondriów, z których 
jony  wapnia w ypływały do cytoplazmy, oraz 
uszkodzenia błony komórkowej, na skutek czego 
związane z błoną cząsteczki aneksyn dysocjo- 
wywały do cytosolu, uwalniając jony  wapnia [46].

Badacze niemieccy odkryli, że aneksyny są 
zdolne do tworzenia w błonach kanałów 
wapniowych zależnych od potencjału błonowego i 
regulowanych przez nukleotydy oraz cząsteczki

fosfolipidów. Badacze ci zidentyfikowali w 
cząsteczce aneksyny V, będącej najlepiej scharakte­
ryzowanym pod tym względem przedstawicielem 
rodziny aneksyn, reszty aminokwasowe wrażliwe na 
zmiany potencjału błonowego, oraz odpowiedzialne 
za otwieranie lub zamykanie kanału. Określili 
również, które reszty aminokwasowe wyznaczają 
specyficzność kanału wobec Ca2+ [47, 48].

Stosując metodę patch-clam p  badacze ameryka­
ńscy wykryli inny mechanizm regulacji homeostazy 
jonów wapnia przez aneksyny. Odkryli oni, że in vi­
tro aneksyna VI wpływa na aktywność kanału uwal­
niającego jony  wapnia z SR, wiążąc się z jego czę­
ścią eksponowaną do wnętrza cystern SR. Kanał ten 
będący receptorem rianodyny (RyR), to białko zbu­
dowane z czterech identycznych podjednostek o 
m.cz. ok. 500 kDa każda [49]. Aktywność kanału re­
gulowana jes t przez fosforylację, nukleotydy i ich 
pochodne, jedno- i dwuwartościowe kationy oraz 
białka (kalmodulinę, FKBP12 i kalekscytynę) [50, 
51].

Innym białkiem transportującym jony  wapnia, z 
którym mogłyby oddziaływać aneksyny, jest 
wymieniacz sód/wapń. Białko to występuje w trzech 
izoformach. Izoforma NCX1 ulega ekspresji w 
mięśniu sercowym [52]. Aktywność tej izoformy jest 
regulowana przez zmiany potencjału błonowego, 
hormony, fosforylację, nukleotydy, a także przez 
białka (SCPR i aneksynę VI) [36, 52, 53]. Ponieważ 
aktywność wymieniacza zależy od asymetrycznego 
rozmieszczenia aminofosfolipidów w błonie, 
utrzymywanego przez translokazę am inofosfo­
lipidów, przypuszcza się, że aneksyna VI, mająca 
zdolność oddziaływania z anionowym i fosfo­
lipidami, wpływa pośrednio na aktywność w ym ie­
niacza, zmieniając strukturę błon [36], W podobny 
sposób aneksyny mogłyby regulować aktywność 
ATPazy wapniowej z błony plazmatycznej. Jest to 
białko aktywnie usuwające jony wapnia z cytosolu. 
Aktywność ATPazy jes t regulow ana przez 
fosforylację, oligomeryzację, nukleotydy, fosfoli­
pidy, a także przez białka (np. kalmodulinę) [54, 55].

III. Aneksyny w układzie krwionośnym

Na podstawie dotychczas zebranych informacji 
można wysunąć przypuszczenie, że niektóre 
aneksyny funkcjonują w komórce nie tylko jako  
białka buforujące, ale także jako białka regulacyjne. 
Potwierdzeniem takiej funkcji aneksyn są w łaś­
ciwości aneksyny II, która odgrywa w ażną rolę w 
hemostazie, mechanizmie kontrolującym praw i­
dłowy przepływ krwi przez naczynia krwionośne,
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krzepnięcie krwi i rozpuszczanie skrzepu (fibry- 
noliza) [12, 56],

W powstawaniu skrzepu bierze udział ponad 30 
rodzajów makrocząsteczek. Podstaw ową rolę w tym 
procesie odgryw ają czynniki krzepnięcia, proteazy, 
które ulegają aktywacji w wyniku proteolizy, oraz

Ryc. 3. Udział aneksyny II w 
procesie fibrynolizy. Ry­
cina przedstawia sche­
matycznie, w jaki sposób 
aneksyna II (AnxII) w 
kompleksie z białkiem pl 1 i 
jonami wapnia bierze 
udział w zakotwiczeniu

śródbłonka poprzez aneksynę II w kompleksie z 
białkiem p i l  (Ryc. 3). AnxII zapobiega także 
oddziaływaniu t-PA i powstającej z plazminogenu 
plazminy z ich fizjologicznymi inhibitorami, PAI-1 i 
a 2-antyplazm iną [63]. Jednym z czynników, który 
ham uje powstawanie kompleksu AnxII-t-PA i w

plazminy i tkankowo- 
specyficznego aktywatora 
plazminogenu (t-PA) na 
powierzchni błony komórki 
śródbłonka wyścielającego  
naczynia krwionośne. Ho- 
m ocysteina zapobiega pow ­
stawaniu tego kompleksu 
(-), co może prowadzić do 
arteriosklerozy. Inne objaś­
nienia w tekście pracy.

ich naturalne inhibitory [57-59]. Dzięki współ­
działaniu proteaz protrombina jes t  trawiona do 
trombiny, która z kolei hydrolizuje fibrynogen, 
przekształcając go w fibrynę. Cząsteczki fibryny 
polimeryzują w długie łańcuchy, tworząc osnowę 
skrzepu. W osnowie tej zostają uwięzione krwinki 
oraz płytki krwi. Jednocześnie dochodzi do skurczu 
ścian naczynia krwionośnego, żeby zredukować 
przepływ krwi przez uszkodzone miejsce. Równie 
ważnym procesem je s t  następnie rozpuszczenie 
skrzepu, czyli fibrynoliza, która zapewnia drożność 
naczyń krwionośnych. Produkty degradacji skrzepu 
są transportowane do wątroby, gdzie zachodzi m.in. 
resynteza czynników krzepnięcia krwi [60].

Aneksyny w ystępują  w komórkach śródbłonka 
wyścielającego naczynia krwionośne w stężeniu 
2,5 mg/ml. W osoczu stężenie aneksyn jes t 50 
tysięcy razy niższe [61]. Komórki śródbłonka 
wydzielają horm ony i peptydy, a ich błony 
komórkowe zaw ierają  cząsteczki fosfatydyloseryny, 
które sprzyjają powstawaniu skrzepu. W procesie 
krzepnięcia b iorą udział także płytki krwi, 
wydzielające ADP; ADP stanowi w ażną cząsteczką 
sygnałową [62]. Z komórek śródbłonka pochodzi 
tkankowo-specyficzny aktywator plazminogenu 
(t-PA), który stymuluje przekształcenie p lazm ino­
genu w plazminę. Plazmina trawi polimery fibryny. 
W procesie fibrynolizy kluczowym etapem jest 
związanie t-PA i plazminogenu z b łoną komórki

konsekwencji fibrynolizę jest homocysteina, 
produkt demetylacji metioniny. Wzrost stężenia 
homocysteiny w cytosolu jes t  uważany za czynnik 
w zmożonego ryzyka w chorobie wieńcowej [61].

IV. Aneksyny —  tarcza ochronna w łożysku

Aneksyny przeciwdziałają powstawaniu skrze­
pów, oddziałując z czynnikami krzepnięcia krwi i 
tworząc m echaniczną barierę zapobiegającą w iąza­
niu się tych czynników z błoną. Ta właściwość 
aneksyn jes t  bardzo istotna w łożysku. Łożysko 
rozwija się z kosmówki zarodkowej i błony śluzowej 
macicy w 3 miesiącu ciąży. Powierzchnia łożyska od 
strony macicy jest bardzo rozbudowana. Tworzą j ą  
kosmki, które kontaktują się z krwią matki, ale dzięki 
nim krew matki i krew płodu nie mieszają się. W 
łożysku w ystępują wszystkie rodzaje aneksyn 
spotykane w organizmie człowieka, w tym aneksyna
V, łącznie stanowiąc 2% wszystkich białek [1,2, 64],

Obraz mikroskopowy kosmka łożyskowego
uwidacznia warstwę trofoblastów oraz powstałych z 
nich syncycjotrofoblastów. Błona syncycjotrofo- 
blastu omywana jest krwią matki. Na jej powierzchni 
zlokalizowana jes t aneksyna V, która tworzy barierę 
przeciwdziałającą kontaktowi czynników krzepnię­
cia krwi z fosfatydyloseryną, a więc zapobiegającą 
powstawaniu skrzepu (Ryc. 4). W chorobie Hughesa, 
w której organizm wytwarza przeciwciała przeciwko
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cząsteczkom fosfatydyloseryny, dochodzi do 
powstawania skrzepów w łożysku, co prowadzi do 
martwicy płodu i poronienia. Stwierdzono, że j e d n ą z  
przyczyn tych zmian patologicznych jest 4-krotne 
obniżenie poziomu syntezy aneksyny V i zaburzenia 
wewnątrzkomórkowego transportu białka, czego

wynikiem jest 1 0 0 0 -krotny spadek liczby cząsteczek 
aneksyny V na powierzchni błony syncycjotro- 
foblastu w porównaniu z norm ą [1, 65]. Dodatkowo, 
przeciwciała przeciwko fosfatydyloserynie zapobie­
gają wiązaniu się aneksyny V z błoną [1, 65].

Aneksyny, wydzielane na zewnątrz komórki, m ają 
również związek z pewnymi stanami chorobowymi, 
np. biorą udział w infekcji wirusowej, uczestnicząc 
w procesie endocytozy cząsteczek cytomegalo- 
wirusa [6 6 ] lub stanowiąc receptory dla wirusa 
żółtaczki typu B [2].

V. Uwagi końcowe

W niniejszym artykule omówiono przykłady 
stanów patologicznych, którym towarzyszą zmiany 
funkcji lub tempa syntezy i degradacji aneksyn. 
Wydaje się, że przykłady te usprawiedliwiają w yróż­
nienie nowego rodzaju chorób —  aneksynopatii. 
Aneksyny, wpływając na metabolizm lipidów i 
powstawanie lipidowych przekaźników informacji, 
mogą przyczyniać się do rozwoju astmy [67]. 
Dobrym przykładem związku aneksyn z pewnymi 
schorzeniami są zmiany ekspresji genów kodujących 
aneksyny w nowotworach niektórych typów. W 
przypadku raka wątroby, trzustki i piersi zaobser­
wowano zbieżność zjawisk rozwoju nowotworu i 
wzmożonej syntezy aneksyn I i Ił. W przypadku raka

prostaty wzrostowi syntezy aneksyny I towarzyszył 
rozwój fenotypu MDR, czyli oporności 
wielolekowej. Tylko w nielicznych przypadkach, jak 
np. czerniaka, wzrost stężenia aneksyny VI był 
skorelowany z zaham owaniem  rozwoju nowotworu 
[6 8 ]. Niewątpliwym przełomem będzie prowadzenie

Ryc. 4. Aneksyna V pełni funkcję 
ochronną, zapobiegając pow­
stawaniu skrzepów w łożysku. 
N a rycinie pokazano, w  jaki 
sposób przeciwciała prze­
ciw ko fosfatydyloserynie (PS) 
niszczą warstwę ochronną, 
utworzoną przez cząsteczki 
aneksyny V (AnxV) na 
powierzchni błon syncycjo- 
trofobłastów w łożysku. W 
wyniku zniszczenia warstwy 
ochronnej czynniki krzepnię­
cia krwi (protrombina i inne) 
m ogą wiąząć się z błonami, co 
prowadzi do powstawania 
skrzepów, rozwoju martwicy i 
w  konsekwencji poronienia. 
Inne objaśnienia w tekście 
pracy.

badań nad wykorzystaniem aneksyn dla celów 
diagnostycznych, np. rozwoju nowotworu, anemii 
sierpowatej i w transplantologii. Szczególnie w tym 
ostatnim przypadku, aneksyny znakowane tech­
n e te m "  mogą być użyte do rozpoznawania komórek 
ulegających apoptozie w przeszczepionym  organie, a 
więc przyczynić się do oceny możliwości odrzucenia 
przeszczepu. Jest to metoda mniej inwazyjna, niż 
dotąd stosowane biopsje [69, 70].

Podsumowując, wypada zadać pytanie: czy
będzie możliwe zapobieganie lub leczenie aneksy­
nopatii? Wiadomo już, że przy pom ocy związków 
farmakologicznych, pochodnych benzodiazepiny, 
można wpływać in vitro na aktywność aneksyn jako 
kanałów jonowych [71, 72]. Ze względu na 
właściwość aneksyn polegającą na zapobieganiu 
powstawania skrzepów i stymulacji fibrynolizy, 
można przewidywać zastosowanie aneksyn jako 
szczepionek. Ostatecznym rozwiązaniem może 
okazać się zmiana poziomu aneksyn w określonych 
typach komórek, z zastosowaniem glikokortykoidów 
lub metod inżynierii genetycznej. Jednak bez 
dogłębnego zrozumienia właściwości i funkcji 
aneksyn wszystkie wym ienione metody będą 
obarczone ryzykiem powstania efektu ubocznego, 
który może zniweczyć wysiłki lekarzy zmierzające 
do wyeliminowania aneksynopatii ze spisu chorób 
trapiących ludzkość.
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Rola urokinazowego układu aktywacji plazminogenu w 
angiogenezie 
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HGF —  czynnik wzrostu hepatocytów ; HoxD3  —  gen z rodziny 
genów H ox  kodujących czynniki transkrypcyjne; IL —  interleu- 
kiny; IM D —  gęstość mikronaczyń; LTBP —  białko wiążące 
utajoną form ę transform ującego czynnika w zrostowego (3; 
MM P —  m etaloproteazy m acierzow e; PAI-1, PAI-2 i PAI-3 —  
inhibitory aktyw atorów  plazm inogenu typu 1, 2 i 3; PEX —  
C-końcow y fragm ent M M P-2; PIGF —  czynnik wzrostu łoży­
ska; PPARy —  receptor czynnika aktyw ującego proliferację pe- 
roksysom ów  typu y; Src —  kinaza tyrozynow a o M cz 60kDa; 
TGF(3 —  transform ujący czynnik w zrostow y P; tPA —  aktyw a­
tor plazm inogenu typu tkankow ego; uPA —  aktyw ator plazm i­
nogenu typu urokinazowego, urokinaza; uPAR —  receptor uro- 
kinazy; V EG F —  naczyniowy czynnik w zrostow y śródbłonka; 
VHL —  gen supresorowy kodujący białka biorące udział w ad­
hezji komórek, jego inaktywacja pow oduje zw iększenie m igra­
cji komórek rakowych.

I. Wprowadzenie

Formowanie naczyń krwionośnych obejmuje dwa 
rozdzielone w czasie procesy: różnicowanie in situ  
prekursorowych komórek mezodermalnych do

'M gr, 2dr hab., Katedra Genetyki M olekularnej U niwersytetu 
Łódzkiego, Banacha 12/16, 90-237 Łódź; 3prof. dr hab., Zakład 
Patom orfologii Klinicznej Instytutu Centrum  Zdrow ia Matki 
Polki, Rzgowska 281/289, 93-338 Łódź.
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kom órek śródbłonka, które stopniowo formują 
pierwotne naczynia kapilarne, oraz ich wydłuże- 
niowy wzrost, w wyniku którego powstają 
charakterystyczne kiełkowate struktury (Ryc. 1). 
W szystkie komórki śródbłonka biorące udział w 
tworzeniu naczyń są pochodzenia mezodermalnego i 
w yw odzą się albo z angioblastów, albo z hemangio- 
blastów [1, 2].

Tworzenie naczyń pierwotnych jest ograniczone 
do fazy wczesnego rozwoju embrionalnego, podczas 
gdy angiogeneza zachodzi zarówno w rozwoju 
zarodkowym jak i w późniejszych etapach. W 
okresie zarodkowym angiogeneza rozpoczyna się 
wówczas, gdy dyfuzja substancji odżywczych do 
wnętrza zarodka przestaje funkcjonować. Narządy 
pochodzenia endodermalnego, takie jak  trzustka i 
płuca, podlegają unaczynieniu pierwotnemu, 
podczas gdy w nerkach i ośrodkowym układzie 
nerwowym  oprócz naczyń pierwotnych rozwijają się 
także naczynia procesu angiogenezy [1, 2].

W rozwoju postembrionalnym angiogeneza 
przyczynia się do utrzymania strukturalnej integral­
ności organizmu. Cykliczny charakter wzrostu 
naczyń jest konieczny w jajnikach, endometrium, 
czy też łożysku i gruczołach mlekowych podczas 
ciąży. W warunkach prawidłowych proces angio­
genezy trwa około 1000 dni, jednakże w pewnych
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przypadkach, na przykład podczas gojenia ran, 
tworzenie naczyń postępuje bardzo szybko —  około

Ryc. 1. Główne etapy formowania nowych naczyń krwionośnych.
I. Formowanie naczyń pierwotnych obejmujące wytworzenie 
komórek śródbłonka (B) z komórek mezodermalnych (A).
II. Angiogeneza: komórki śródbłonka rosnąc wydłużają się (C) 
i tworzą odgałęzienia przybierające formę kiełków (D).

5 dni [3]. Proces ten zachodzi w wyniku oddziaływań 
elementów znajdujących się na powierzchni 
komórek śródbłonkowych ze składnikami macierzy 
zewnątrzkomórkowej (ECM): fibronektyną, fibryną 
i witronektyną. W ażną rolę podczas odbudowy 
uszkodzonych tkanek w miejscu zranienia odgrywa 
receptor integrynowy a vP 3 wiążący białka adhezyjne
[4].

Oprócz udziału w prawidłowym  rozwoju, angio­
geneza występuje w wielu stanach patologicznych 
organizmu (Tabela 1). Podczas transformacji 
nowotworowej proces angiogenezy uwalnia się spod 
mechanizmów kontrolnych, a powstające naczynia 
umożliwiają przemieszczanie kom órek transformo­
wanych, co prowadzi do przejścia nowotworu z 
formy łagodnej w złośliwą [5]. Angiogeneza now o­
tworowa uruchamia kaskadę oddziaływań pomiędzy 
składnikami różnych układów biologicznych.

II. Mechanizmy angiogenezy

Rozwojowi nowych struktur naczyniowych z 
kapilar pierwotnych towarzyszą zmiany procesów 
adhezyjnych i proteolitycznych. Przed rozpoczęciem 
angiogenezy komórki śródbłonka m uszą ulec 
aktywacji, po której zaczynają oddziaływać z ECM. 
W oddziaływaniu tym biorą udział głównie 
receptory integrynowe, um ożliwiające wytworzenie 
połączeń pomiędzy ECM  i cytoszkieletem [6]1. 
Uznanym markerem stopnia unaczynienia tkanek 
jest receptor integrynowy a vp 3. Przeciwciała 
monoklonalne an ty -avp 3 mogą ham ować tworzenie 
naczyń stymulowane przez czynniki angiogenne 
bFGF oraz T N F a  [7], Nie zaobserwowano natomiast 
hamującego wpływu tych przeciwciał na proces for­
mowania naczyń pierwotnych. Receptor a vp3 może 
być zatem celem terapii w chorobach przebie­
gających z tworzeniem nowych naczyń [7]. Podczas 
angiogenezy receptory integrynowe współdziała ją  z 
proteazami, które umożliwiają degradację elem en­

Tabela 1

w warunkach fizjologicznych i pataologicznych

W arunki fizjologiczne W arunki patologiczne

A) Rozwój: —  Wzrost i progresja nowotworów

—  układu sercowo-naczyniowego —  Postępująca arterioskleroza

—  unaczynienia organów: mózgu, nerek, narządów 
miękkich

B) Regulacja fizjologiczna:

—  D olegliw ości reumatyczne

—  Choroby gałki ocznej

—  cykli hormonalnych

—  ciąży: tworzenie łożyska i gruczołów mlecznych  

-—- gojenie ran, naprawa uszkodzonych tkanek

’Udział receptorów integrynow ych w adhezji komórek został om ów iony w Postępach Biochem ii 45(2)1999
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tów błony podstawnej i ECM. Po miejscowym 
strawieniu błony podstawnej, komórki śródbłonka 
przem ieszczają się i dopasow ują  swe wzajemne 
położenia, tworząc strukturę o kształcie kiełka, która 
ze stanu spoczynku szybko przechodzi w stan 
wzrostu [5]. Zaham ow anie proteolizy i dojrzewanie 
nowego naczynia następuje w wyniku w spół­
działania integryny a vP3 i dom eny PEX (domeny 
przypominającej hem opeksynę) obejmującej 
C-końcow y fragment m etaloproteazy macierzowej 
MMP-2. W now otw orach złośliwych forma PEX 
może występować w kom pleksie  z integryną a vP3 . 
PEX podczas rozwoju now otworu oddziałuje z 
integrynami ocvP3 znajdującym i się na powierzchni 
komórek śródbłonka, regulując formowanie naczyń 
wzrastającego guza [8].

III. Angiogeneza w nowotworach złośliwych

Istotnym etapem w progresji nowotworów 
złośliwych jes t  wytworzenie nowych naczyń krw io­
nośnych, zaopatrujących komórki nowotworowe w 
substancje odżywcze i odprowadzających produkty 
przemian metabolicznych [9]. Wzrost nowych 
naczyń postępuje rów nolegle  z rozwojem now o­
tworu i skupia się w jego  częściach peryferyjnych. 
Podobnie jak  w rozwoju embrionalnym, w rosnącym 
guzie now otworow ym  zaopatrywanie komórek w 
substancje odżywcze na drodze dyfuzji staje się z 
czasem niew ystarczające i pojawia się konieczność 
stworzenia przez guz własnej sieci naczyń 
krwionośnych. Badania mysich i szczurzych linii 
komórkowych raka sutka wykazały, że już  guz 
nowotworowy wielkości 60-80 komórek wykazuje 
unaczynienie pierwotne. Po przekroczeniu przez 
rosnącą populację kom órek  rakowych takiego 
rozmiaru, jej rozwój w ym aga udziału sąsiednich 
komórek śródbłonka, które stają się głównymi 
elementami uczestniczącym i w tworzeniu nowych 
naczyń krwionośnych. Poszczególne komórki 
rakowe wydzielając substancje chemotaktyczne 
stymulują komórki śródbłonka do migracji. W 
przypadku guza, który obejmuje skupisko 100-300 
komórek obserwuje się obecność w pełni 
ukształtowanych m ikrokapilar naczyniowych [10]. 
W procesie wzrostu guza wyróżnić zatem można 
dwie fazy: przednaczyniow ą oraz naczyniową, 
obejmującą formowanie naczyń pierwotnych i etap 
powstawania w pełni ukształtowanych dojrzałych 
kapilar. Faza przednaczyniow a ma charakter ograni­
czony ze względu na barierę, jak ą  stanowi 
powierzchnia guza dla dyfuzji składników odżyw ­
czych i katabolitów, natom iast faza naczyniowa jest

fazą szybkiego wzrostu o charakterze eksponen- 
cjalnym [11, 12],

Komórki nowotworowe i śródbłonkowe mogą 
uwalniać wiele czynników regulujących angio- 
genezę. Podczas rozwoju nowotworu dochodzi do 
zaburzenia równowagi pomiędzy aktywatorami i 
inhibitorami angiogenezy, wywołującego wzrost 
aktywności komórek nowotworowych, komórek 
zmienionych zapalnie i składników ECM. Zmiany te 
są następstwem oddziaływania parakrynnego 
substancji angiogennych. Ich oddziaływanie 
endokrynne przejawia się zmianą w poziomie 
czynników regulujących angiogenezę, natomiast 
działanie autokrynne powoduje wzrost aktywności 
komórek śródbłonka podczas rozwoju nowotworu
[13].

Czynniki angiogenne, oprócz czynników 
wzrostowych o działaniu naczyniotwórczym, 
w yw ierają  działanie mitogenne na komórki śród­
błonka oraz niektóre komórki nowotworowe 
(Tabela 2). Wśród substancji, wywierających wpływ 
na aktywację komórek śródbłonka, są zarówno 
aktywatory i inhibitory wytwarzane przez komórki 
prawidłowe i nowotworowe. Niektóre czynniki 
angiogenne mogą pobudzać komórki śródbłonka w 
sposób pośredni przez stymulację komórek 
gospodarza i makro fagów do produkcji i uwalniania 
czynników wzrostowych takich jak: transformujący 
czynnik wzrostowy (TGF), płytkowy czynnik 
wzrostowy (PDGF), czy też czynnik martwiczy 
nowotworów (TNF). Ruchliwość komórek jest 
s tymulowana przez angiogenne czynniki wzrostu —  
zasadowy czynnik wzrostu fibroblastów (bFGF) i 
naczyniowy czynnik wzrostowy śródbłonka (VEGF)
[14], Oprócz VEGF wykryto dwa inne czynniki 
wzrostowe śródbłonka —  VEGF-B i VEGF-C [15], 
s tymulujące angiogenezę w procesie formowania 
łożyska. Czynniki VEGF i bFGF działają syner- 
gistycznie w indukowaniu angiogenezy zarówno in 
v zv o jak im  vitro. [14], Wiadomo, że wzrost komórek 
syntetyzujących VEGF podczas angiogenezy 
nowotworowej może zostać zahamowany w wyniku 
inaktywacji kinazy Src, będącej produktem onko- 
genu Src (ang. sarcoma, lub chicken sarcom a), która 
ochrania komórki śródbłonka przed apoptozą [16]. 
Aktywność czynnika angiogennego VEGF jest 
regulowana przez jego receptor F i t -1 [17].

W przeciwieństwie do VEGF i FGF, trans­
formujący czynnik wzrostowy P (TGFP) i czynnik 
martwiczy nowotworów a  (T N Fa) hamują wzrost 
komórek śródbłonka in vitro, dlatego określane są 
one jako negatywne regulatory angiogenezy [18]. 
M ogą one jednak  stymulować angiogenezę
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pośrednio, a to przez pobudzenie wytwarzania 
aktywatorów w komórkach zmienionych zapalnie. 
Dlatego też czynniki TGF[3 i T N F a  można uznać za 
aktywatory i inhibitory angiogenezy (Tabela 2). Co 
więcej, także takie cytokiny jak  czynnik wzrostu 
hepatocytów (HGF), interleukiny IL-1, IL-6 i IL -12, 
interferon oraz czynnik wzrostu łożyska (PIGF) w

Tabela 2

Czynniki regulujące angiogenez

Aktyw atory________________________________________________________

1. Czynniki wzrostowe

—  kwaśny fibroblastyczny czynnik wzrostowy (aFGF)

—  zasadowy fibroblastyczny czynnik wzrostow y (bFGF)

—  czynnik wzrostowy hepatocytów (HGF)

—  czynnik wzrostowy łożyska (PGF)

—  naczyniowy czynnik wzrostowy śródbłonka (VEGF)

—  płytkowy czynnik wzrostow y śródbłonka (PDEGF)

—  transformujący czynnik wzrostowy a  (TG Fa)

—  transformujący czynnik wzrostowy p (TGFP)

2. Cytokiny

—  czynnik martwicy nowotworów a  (T N Fa)

— -IL-1, IL-6, 1L-12

—  czynnik stymulujący granulocyty G-CSF

—  czynnik wzrostu łożyska PIGF

—  proliferyna

3. Enzymy

—  angiogenina

—  heparynaza

4. Inne czynniki

—  pleotropina

—  prostaglandyny E l, E2

—  czynnik przepuszczalności naczyń (VPF)

—  składniki układu aktywacji plazminogenu (uPA, uPAR, PAI-1)

—  hialuronian

Spośród czynników stymulujących angiogenezę 
nowotworow ą istotne znaczenie mają składniki 
układu aktywacji plazminogenu, wytwarzane 
zarówno przez komórki rakowe jak  i śródbłonkowe 
[20]. Składniki tego układu odgrywają szczególną 
rolę w pierwszych etapach angiogenezy, w których 
następuje degradacja elementów ECM i błony

Inhibitory_____________________________________________

1. Hamujące proliferację i chemotaksję

—  angiostatyna

—  trombospondyna-1

—  czynnik płytkowy 4

—  tkankowy inhibitor metaloproteinazy-2 (TIM P-2)

—  prolaktyna

—  transformujący czynnik wzrostowy b

—  interferon a  (IFN a)

2. Hamujące chemotaksję

—  TIMP-1

—  chemokiny C-X-C

a) interleukina 8 (IL-8)

b) IP-10, gro-P 

3 . Inne

—  TN Fa

—  inhibitor chrząstkowy (CDI)

—  heparynaza

—  interferon p (IFNP)

—  protamina

—  TIMP-3

—  receptor czynnika aktywującego proliferację pero- 
ksysom ów y (PPARy)

—  hialuronian

określonych warunkach regulują angiogenezę. 
Podobnie chemokiny, takie jak  czynnik płytkowy 
IV, białko IP-10 indukujące produkcję interferonu i 
białka gro-p mogą kontrolować angiogenezę, p raw ­
dopodobnie przez jej hamowanie przez zwiększenie 
ekspresji IL-12, która z kolei obniża ekspresję bFGF 
[18].

W regulacji procesu angiogenezy uczestniczą 
także substancje nie będące ani cytokinami ani 
chemokinami, takie jak: składniki ECM, czynniki 
fibrynolityczne, fragmenty trombospondyny, angio- 
statyny, hialuronianu, prostaglandyny, angiogenina 
oraz inhibitory metaloproteaz macierzowych [19].

podstawnej, co umożliwia m igrację komórek 
śródbłonka i formowanie naczyń. Białka układu 
aktywacji plazminogenu uważa się za czynniki 
angiogenne, a ich rola szczególnie dobrze została 
udokumentowana w przypadku nowotworu gruczołu 
piersiowego [21].

IV. Urokinazowy szlak aktywacji plazmino- 
genu

Głównymi składnikami układu aktywacji 
plazminogenu są: aktywatory p lazm inogenu typu 
urokinazowego (uPA, urokinaza) i tkankowego
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(tPA), receptor urokinazy, uPAR oraz inhibitory 
aktywatorów typu 1 (PAI-1) i 2 (PAI-2) [22-26]2.

Urokinaza jest p ro teaząse ry n o w ąo  masie 55 kDa, 
zbudow aną z 411 reszt aminokwasowych. Centrum 
aktywne znajduje we fragmencie C-końcowym 
cząsteczki, natomiast fragment N -końcowy zawiera 
domenę kringle  i domenę o strukturze nabłonkowego 
czynnika wzrostu (EGF) [27-29]. uPA może łączyć 
się ze swym receptorem powierzchniowym, uPAR. 
uPAR jest białkiem syntetyzowanym jako cząsteczka 
zbudowana z 355 aminokwasów, która w toku doj­
rzewania ulega przekształceniu do łańcucha zawie­
rającego 283 aminokwasy [30]. Jest on zbudowany 
jest z trzech domen o podobnej strukturze; struktura 
domenowa ma zasadnicze znaczenie dla wiązania 
uPA [31].

Aktywność uPA jest regulowana przez inhibitory 
aktywatorów plazminogenu typu 1 (PAI-1), typu 2 
(PAI-2), typu 3 (PAI-3) oraz proteazę neksynową. 
Kompleksy uPA-inhibitor są internalizowane przez 
komórki w procesie zależnym także od uPAR. Inhibi­
tor aktywatorów plazminogenu typu 1 jes t glikopro- 
teiną o masie 50 kDa [32]. Cząsteczka jednołań- 
cuchowa PAI-1 zawiera 379 reszt aminokwasowych. 
PAI-1 syntetyzowany jes t głównie przez komórki 
śródbłonka, megakariocyty, komórki naczyniowe 
mięśni gładkich i komórki wątroby.

Geny kodujące białka układu aktywacji plazm ino­
genu są polimorficzne; znanych jest obecnie 9 form 
polimorficznych PAI-1 [33, 34], dwie formy poli­
morficzne uPA [35] oraz trzy uPAR [36-38].

Podczas angiogenezy nowotworowej składniki 
układu aktywacji plazminogenu skupiają się na 
powierzchni komórek śródbłonka, otaczających 
populację komórek rakowych. Powoduje to lokalną 
proteolizę i przemieszczanie komórek śródbłonka, 
co umożliwia wytwarzanie nowych naczyń niezbęd­
nych dla rozwoju nowotworu. Zwiększenie ilości 
aktywnych enzymów proteolitycznych na powierz­
chni komórek śródbłonka może być wynikiem 
zwiększonej ekspresji receptorów aktywatorów 
plazminogenu.

V. Aktywacja plazminogenu a angiogeneza

Proteoliza zachodząca przy udziale różnych 
enzymów proteolitycznych: 1) metaloproteaz (kola- 
genaz, żelatynaz, stromielizyn) 2) proteaz cysterno­

wych (katepsyn B, D, H i L) 3) proteaz aspartylo- 
wych oraz 4) proteaz serynowych (białka układu 
aktywacji plazminogenu i plazmina) jest jednym  z 
pierwszych mechanizmów aktywowanych podczas 
inwazji i metastazy nowotworu [39]. Spośród 
enzymów proteolitycznych wszystkich czterech klas 
najlepiej poznana w transformacji nowotworowej 
jes t  rola metaloproteinaz macierzowych (MMP) i 
składników układu aktywacji plazminogenu. W 
wyniku ich skoordynowanego działania dochodzi do 
degradacji elementów błony podstawnej i ECM, co 
umożliwia inwazję komórkom nowotworowym. 
Głównym czynnikiem bezpośrednio trawiącym 
proteoglikany macierzowe, fibronektynę, lamininę 
oraz kolagen typu IV jes t plazmina. Proces trawienia 
może zachodzić także w sposób pośredni w wyniku 
aktywacji przez plazminę niektórych proenzyma- 
tycznych form metaloproteaz (pro-MMP) [40], 
takich jak  MMP-2 (żelatynaza A) i MMP-9 
(żelatynaza B), które degradują znajdujący się w 
błonie podstawnej kolagen typu IV. W procesach 
fizjologicznych i patologicznych aktywność 
dojrzałych metaloproteaz jes t kontrolowana przez 
ich inhibitory tkankowe (TIMP) [40]. Aktywowane 
przez plazminę metaloproteazy stymulują 
proliferację komórek śródbłonka i ich migrację. 
Aktywacja metaloproteaz zależy od składników 
układu aktywacji plazminogenu. uPA, uPAR i PAI-1 
współdziałając z innymi proteazami: metalo-
proteazami oraz katepsynami B, L i D, umożliwiają 
komórkom nowotworow ym  pokonanie barier, 
sprzyjają ich skupianiu się i progresji nowotworu; 
w ymaga to wytworzenia własnej sieci naczyń 
krwionośnych. Także w procesie angiogenezy 
konieczna jest proteoliza pozwalająca na przemiesz­
czanie się komórek śródbłonka tworzących nowe 
naczynia [41]. Składniki układu aktywacji plazmi­
nogenu są zatem czynnikami aktywujących zarówno 
angiogenezę jak  i inwazję nowotworów.

Formowanie nowych naczyń w trakcie wzrostu 
nowotworu jes t możliwe dzięki oddziaływaniom 
pomiędzy składnikami układu aktywacji plazmino­
genu a czynnikami wzrostowymi, które stymulują 
syntezę składników układu aktywacji plazminogenu 
w różnych komórkach, natomiast czynniki wzros­
towe w formie utajonej, to jes t w formie n ieaktyw­
nych prekursorów aktywowanych przez strawienie 
wiązania peptydowego, ulegają aktywacji w wyniku

2Problem aktyw acji plazm inogenu był poruszany w Postępach Biochem ii 36(3-4)1990, 37(3-4)1991, 45(1)1999.
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działania uPA [42]. Udział układu aktywacji plaz- 
minogenu w aktywowaniu substancji angiogennych 
można zilustrować na przykładzie aktywacji 
transformującego czynnika w zrostowego typu p. 
Czynnik ten jest uwalniany w postaci kompleksu 
utajonego, który nie ma zdolności oddziaływania ze 
swoim receptorem i w którym aktywny hom odim er o 
masie 25 kDa jest związany ze swoim prebiałkiem  i 
zakotwiczony w ECM [42], Podczas aktywacji 
czynnik zostaje uwolniony z kom pleksu z białkiem 
LTBP. W pierwszym etapie aktywacji transgluta- 
minaza TGFp umożliwia uwolnienie kompleksu 
TGFb/LTBP z ECM, który staje się następnie celem 
działania plazminy, poczynając od C-końca zaw iera­
jącego zm odyfikowaną glutaminę. Transgluta- 
minaza TGFp, uwalnia w podobny sposób także 
bFGF, który może powodować wzrost poziom u 
syntezy uPA i PAI-1 w komórkach śródbłonka.

Także czynnik wzrostu hepatocytów (HGF) 
wymaga urokinazy dla osiągnięcia aktywności 
angiogennej —  urokinaza katalizuje aktywację HGF 
w wyniku proteolitycznego trawienia jego  
prekursora. W pełni aktywny HGF stymuluje 
ekspresję uPA, PAI-1 i receptora uPAR w kom órkach 
śródbłonka, umożliwiając w zm ożoną degradację 
nici kolagenowych i fibrynowych ECM [43].

Regulacja aktywności kompleksu uPA/uPAR jest  
kontrolowana przez naczyniowy czynnik wzrostowy 
śródbłonka, VEGF, powodujący zwiększenie 
ekspresji kompleksu. Uwalnianie V EG F z miejsc 
wiązania w ECM jest zależne od plazm iny oraz 
czynników wzrostowych, które zw iększają ekspresję 
urokinazy, prowadzącą do powstawania plazminy 
trawiącej VEGF i powodujące jego uwalnianie z 
miejsc wiązania do proteoglikanu siarczanu 
heparanu w ECM. Podwyższona ekspresja VEGF w 
guzach nowotworowych może być sygnałem 
regulacyjnym wywołującym zw iększoną ekspresję 
genów u PA i PAI-1, prawdopodobnie przez czynniki 
transkrypcyjne indukowane przez V EG F [44-46]. 
Ekspresja uPA/uPAR może być także indukowana 
synergistycznie przez VEGF i bFGF [5, 45-47]. 
bFGF stymuluje komórki śródbłonka do zwiększonej 
produkcji uPA, integryny a v[33 i b iałka HoxD3, 
będącego czynnikiem transkrypcyjnym. Hamow anie 
ekspresji genu HoxD3  blokuje zdolność bFGF do 
indukowania syntezy uPA i a v(33 [48]. Pod wpływem  
bFGF i VEGF wzrasta poziom mRNA zarówno uPA 
jak  i uPAR; w przypadku PAI-1 nie obserwowano 
podobnego efektu [49]. Poziom PAI-1 jak  również 
aktywatorów plazminogenu wzrasta w obecności 
czynnika VEGF-C, należącego do rodziny ang io­
gennych cytokin YEGF [50].

V -l. Znaczenie diagnostyczne i prognostyczne 
w nowotworach złośliwych

Związki pomiędzy angiogenezą nowotworową i 
aktywacją plazminogenu najczęściej badano w raku 
piersi. W zmienionej nowotworowo tkance obser­
wowano podwyższoną ekspresję PAI-1 i uPA, wraz 
ze zwiększonym poziomem VEGF [21].

Gęstość mikronaczyń (IMD) w tkance now o­
tworowej pochodzącej z guza piersi bez przerzutów 
może być silniejszym czynnikiem prognostycznym 
od tradycyjnych markerów, takich jak  rozmiar guza, 
stopień zróżnicowania histologicznego czy stan 
receptorów steroidowych [51]. Wzrostowi gęstości 
mikronaczyń towarzyszy wzrost poziomu ekspresji 
czynników angiogennych, zwiększenie tempa 
wzrostu nowotworu i zdolności do tworzenia 
przerzutów oraz podwyższona ekspresja uPA, uPAR 
i PAI-1 [21, 52]. Poziom uPA/PAI-1 w komórkach 
pochodzących z peryferyjnych obszarów guza piersi 
był wyższy niż w komórkach z obszarów central­
nych; podobna relacja miała miejsce dla IMD [53].

W badaniach przeprowadzonych na zwierzętach 
laboratoryjnych stwierdzono, że inhibitory uPAR 
hamują ruchliwość komórek śródbłonka, a przeciw ­
ciała anty-uPA —  formowanie naczyń przez komórki 
poddane działaniu bFGF [54],

Przedstawione wyniki badań wskazują, że 
podczas angiogenezy może następować podw yż­
szona ekspresja genu PAI-1, a w konsekwencji 
wzmożona synteza białka PAI-1 przez komórki 
śródbłonka. Pozwala to przypuszczać, że PAI-1 jest 
jednym  z istotnych czynników biorących udział w 
procesie tworzenia nowych naczyń. Badania z 
zastosowaniem nowotworowych keratynocytów 
wszczepionych myszom z zablokow aną ekspresją 
genu PAI-1 (myszy PAP7') oraz myszom szczepu 
dzikiego pozwalają stwierdzić, że komórki rakowe 
syntetyzujące zarówno aktywatory plazminogenu 
jak  i PAI-1 wykazywały inwazyjność tylko u myszy 
szczepu dzikiego [55, 56], Rozwój nowotworu u tych 
myszy był możliwy dzięki formowaniu naczyń w 
procesie angiogenezy. U myszy PAF'' obserwowano 
zahamowanie procesu rozwoju i unaczynienia 
nowotworu. Wprowadzenie ludzkiego genu PAI-1 
powodowało przywrócenie rozwoju transformacji 
mowotworowej i angiogenezy [57], PAI-1 oraz 
uPAR są białkami wielofunkcyjnymi biorącymi 
udział nie tylko w proteolizie ECM, lecz także w 
adhezji komórkowej i migracji [57, 58]. uPA 
oddziałuje ze swoim receptorem na powierzchni 
komórek śródbłonkowych, co umożliwia ich 
migrację. Indukcja ekspresji kompleksu uPA/uPAR
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przez czynniki wzrostu i estry forbolu jes t konieczna 
dla zależnej od witronektyny migracji komorek 
rakowych. Migrację komórek na witronektynie 
można blokować przez zastosowanie przeciwciał 
anty-uPA, hamujących wiązanie aktywatora do 
receptora. PAI-1 może blokować wiązania między 
witronektyną i uPAR obecnym na powierzchni 
komórek śródbłonka i uniemożliwiać oddziaływanie 
witronektyna-receptor integrynowy (Ryc. 2) [59]3.

Zaw iera on cztery miejsca wiązania AP-1: 
sekwencję T G A G TTC A  w pozycji od -58 do -50, 
sekwencję T G A G TG A  w pozycji -79 do -72, 
sekwencję TG A C A C A  w pozycji -721 do -714 oraz 
sekwencję TG T A T C A  w pozycji -662 do -656 [32], 
AP-1 jes t czynnikiem transkrypcyjnym w pły ­
w ającym  na regulację ekspresji genu PAI-1 przez 
aktywatory kinazy białkowej C, takie jak  sole 
forbolu lub czynniki wzrostu.

Ryc. 2. Schemat regulacji procesu adhezji komórkowej przez aktywator plazminogenu typu urokinazy (uPA) i inhibitor aktywatorów plazminogenu 
typu 1 (PAI-1). PAI-1 współzaw odniczy z uPA o wiązanie z receptorem uPAR, znajdującym się na powierzchni komórki (obszar 
zakreskowany), blokując połączenie receptor-witroncktyna.

PAI-1 wytwarzany przez komórki prawidłowe i 
nowotworowe, może wpływać na adhezję i prom o­
wać lub hamować ukierunkow aną migrację komórek 
nowotworowych [60].

V-2.Regulacja ekspresji genów

Czynniki biorące udział w transformacji 
nowotworowej mogą wpływać na składniki układu 
aktywacji plazminogenu podczas angiogenezy. Eks­
presja genów układu aktywacji plazminogenu może 
być regulowana przez onkogeny i ich produkty. Duży 
wpływ na zmiany ekspresji tych genów m ogą mieć 
onkogeny kodujące białka o charakterze czynników 
transkrypcyjnych. Onkogen ju n  koduje białko, które 
w formie homodimeru lub heterodimeru z produktem 
onkogenu fo s  tworzy czynnik transkrypcyjny AP-1 
[61]. AP-1 może być aktywatorem transkrypcji 
genów zawierających w obszarze promotorowym 
sekwencję TGAg/cTCA, na przykład PAI-1 [62].

Onkogeny m ogą regulować ekspresję czynników 
układu aktywacji plazminogenu pośrednio, poprzez 
stymulację niektórych wzrostowych czynników 
angiogennych. Indukcja ekspresji VEGF przez 
onkogen K -ras  podobnie jak  v-src, czy też v -ra f  w 
kom órkach śródbłonka wpływają na inne regulatory 
angiogenezy, takie jak  cytokiny TGF[3 i T G F a  [63, 
64]. Być m oże w podobny sposób dochodzi do 
regulacji poziom u czynników układu aktywacji p laz­
m inogenu podczas angiogenezy. Aktywność innego 
onkogenu c-fm s  wpływa w sposób pośredni na 
zw iększenie poziom u uPA [65]. Regulacja ekspresji 
uPA przez ten onkogen odbywa się przy udziale 
czynnika angiogennego CSF-1. Aktywność c-fm s  
obserwuje się w różnych nowotworach: raku piersi, 
jajników, endometrium, płuc, jelita  grubego [66-69], 
Onkogen c-fm s  koduje białko o charakterze recep­
tora kinazy tyrozynowej. Czynnik CSF-1 łącząc się z 
receptorem ulega aktywacji, co z kolei wpływa na 
zm ianę ekspresji uPA.

3W spółdziałanie receptora urokinazow ego aktyw atora plazm inogenu z integrynam i podczas adhezji i m igracji komórek zostało 
przedstawione w Postępach B iochem ii 45(3)1999.

POSTĘPY BIOCHEMII 46(3), 2000 267http://rcin.org.pl



Obok onkogenów także geny supresorowe mogą 
kontrolować ekspresję składników układu aktywacji 
plazminogenu podczas transformacji now otw o­
rowej. Do tej grupy genów należy DPC4  położony w 
18q21.1, obszarze, który charakteryzuje się wysoką 
częstością utraty heterozygotyczności w rakach 
trzustki i jelita  grubego [70, 71]. DPC4  odgrywa 
główną rolę w przekazywaniu sygnałów cząstecz­
kom z rodziny TGF, a obserwowanej w raku jelita 
grubego delecji tego genu towarzyszą zmiany 
adhezji komórkowej oraz wzrost poziomu ekspresji 
uPA oraz PAI-1 [72], Prawdopodobnie ekspresja obu 
genów jest regulowana pośrednio poprzez czynnik 
TGF, który z kolei wym aga obecności plazminy dla 
osiągnięcia optymalnej aktywności. W regulacji 
układu aktywacji plazminogenu uczestniczą także 
produkty innego genu supresorowego, VHL, 
znajdującego się w 3p25-25 [73], kodującego dwa 
białka pVHL30 i pVHL19, o masach cząstecz­
kowych odpowiednio 30 i 19 kDa [74-76]. W raku 
nerki inaktywacja VHL koreluje z obniżeniem 
poziomu ekspresji genu u PA i zwiększeniem 
ekspresji PAI-1 [77].

Poziom ekspresji genu PAI-1 może być zależny od 
czynnika transkrypcyjnego Spl [78]. W PAI-1 
zidentyfikowano 8 sekwencji wykazujących 90% 
homologię z sekwencjami cis oddziałującymi z 
czynnikiem S p l.  Produkty VHL m ogą oddziaływać z 
Spl i hamować jego aktywność, obniżając poziom 
ekspresji PAI-1. W transformacji nowotworowej 
inaktywacja VHL wywołuje wzrost aktywności Spl i 
zwiększenie ekspresji PAI-1. W regulacji uPA przez 
VHL bierze udział kinaza białka C, która stymuluje 
estry forbolu, co powoduje podwyższenie poziomu 
mRNA uPA [79,80]. O bserwowana w chorobach 
nowotworowych delecja VHL może powodować 
obniżenie poziomu ekspresji urokinazy.

V-3.Hamowanie angiogenezy

Gęstość naczyń krwionośnych w pierwotnym 
guzie nowotworowym jest wskaźnikiem prognos­
tycznym rozwoju choroby, w szczególności 
zdolności do tworzenia przerzutów. Gęstość naczyń 
można oceniać histologicznie z immunocyto- 
chemiczną identyfikacją komórek śródbłonkowych. 
W guzie nowotworow ym  można oznaczać poziom 
składników układu aktywacji plazminogenu, 
dodatnio skorelowany z gęstością drobnych naczyń 
krwionośnych. Wysoka gęstość naczyń w 
powiązaniu z wysokim poziom em  uPA, uPAR i 
PAI-1 wskazuje na krótszy okres nawrotu choroby i 
krótszy czas przeżycia [81]. Składniki układu

aktywacji plazminogenu m ogą być zaten rozważane 
jako cel terapii przeciwrakowej, skierowanej na 
hamowanie rozwoju sieci naczyń krwionośnych 
guza.

Składniki układu aktywacji p lazm inogenu mogą 
hamować angiogenezę przez wytwarzanie jej inhi­
bitorów, takich jak  angiostatyna, zawierająca 
pierwsze cztery domeny kringle  p lazminogenu, lub 
jego domena 5 [82-86]. Systemowe podawanie 
angiostatyny, względnie odpowiedniego fragmentu 
mysiego lub ludzkiego plazm inogenu hamuje 
wytwarzanie nowych naczyń i ogranicza przerzuty 
[86]. Również fragment plazminogenu zawierający 
miejsce wiązania lizyny 1 może hamować 
angiogenezę [87]. Ostatnio doniesiono również o 
nowym elemencie hamującym angiogenezę —  
receptorze czynnika aktywującego proliferację pero- 
ksysomów typu g (PPARg) [88]. A ktywacja PPARg 
hamuje ekspresję genów VEGF  i uPA, co także 
podkreśla związek pomiędzy angiogenezą i układem 
aktywacji plazminogenu.

VI. Uwagi końcowe

Angiogeneza jes t bezpośrednio powiązana z 
hydrolizą macierzy zewnątrzkomórkowej, w której 
zasadniczą rolę odgrywająproteazy, w tym składniki 
układu aktywacji plazminogenu. Aktywatory plaz­
minogenu mogą wpływać na rozwój procesu 
angiogenezy także pośrednio poprzez trawienie 
błony podstawnej, umożliwiające ekspozycję 
komórek śródbłonka na czynniki angiogenne. W 
wielu guzach nowotworowych zwiększonemu pozio­
mowi ekspresji czynników wzrostowych, mających 
zasadnicze znaczenie dla angiogenezy, towarzyszy 
zwiększony poziom składników układu aktywacji 
plazminogenu. Korelacja ta pozwala na rozszerzenie 
zakresu molekularnych w yznaczników chorób 
nowotworwych (markerów) o czynniki aktywacji 
plazminogenu. Podwyższona ekspresja czynników 
angiogennych w guzach nowotworow ych może być 
sygnałem regulacyjnym, wywołującym zw iększoną 
ekspresję genów układu aktywacji plazminogenu. 
Obserwuje się to przede wszystkim na poziomie 
transkrypcji, co może zostać wykorzystane w 
antysensowych strategiach przeciwnowotworo- 
wych.

Podziękowanie

Praca wykonana przy wsparciu Komitetu Nadań 
Naukowych, KBN 4 P05B 013 17.
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Wskazówki 
dla Autorów

Wydawany przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne 
kwartalnik „Postępy Biochemii" publikuje prace przeglądowe 
omawiające nowe osiągnięcia, koncepcje i kierunki 
badawcze w dziedzinie biochemii i nauk pokrewnych; 
publikuje też noty z historii biochemii, zasady polskiego 
słownictwa biochemicznego, recenzje nadesłanych książek 
oraz sprawozdania ze zjazdów, konferencji i szkół, w których 
biorą udział członkowie Towarzystwa.

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

Autorzy artykułu odpowiadają za prawidłowość i ścisłość 
podawanych informacji oraz poprawność cytowanego piś­
miennictwa. Ujęcie prac winno być syntetyczne, a przedsta­
wione zagadnienia zilustrowane za pomocą tabel, rycin: wy­
kresy, schematy, reakcje, wzory i fotografie.

Wskazany jest podział artykułów monograficznych na 
rozdziały i podrozdziały, którycn rzeczowe tytuły tworzą spis 
treści. Zgodnie z przyjętą konwencją rozdziały noszą cyfry 
rzymskie, podrozdziały odpowiednio rzymskie i arabskie, np.
1-1, 1-2. Poprawność logiczna i stylistyczna tekstu warunkuje 
jego jednoznaczność i czytelność. Autorzy przeto winni uni­
kać składni obcojęzycznej, gwary laboratoryjnej, a takie 
ograniczać stosowanie 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 możli­
wość skrócenia tekstu i wprowadzenia zmian nie 
wpływających na treść pracy, deklaruje też gotowość konsulto­
wania tekstu z Autorami.

Przekazanie artykułu do redakcji jest równoznaczne z 
oświadczeniem, że nadesłana praca nie była i nie będzie pu­
blikowana w innym czasopiśmie, jeżeli zostanie ogłoszona w 
„Postępach Biochemii". W  przypadku, gdy Autor(zy) zamie­
rzają) włączyć do swego artykułu ilustracje publikowane 
przez autorów prac cytowanych, należy uzyskać i przekazać 
nam odpowiednią 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. Wydruk powinien być jednostronny (około 
30 wierszy na stronie i około 60 znaków w wierszu), z lewym 
marginesem około 4 cm. W  przypadku stosowania w tekście li­
ter 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-mail zakładów, w których pracują Autorzy, adres do

korespondencji, tytuł artykułu w języku polskim i angielskim 
oraz - w prawym dolnym rogu: liczbę tabel, rycin, wzorów i 
fotografii oraz skrócony tytuł pracy, zamieszczany na okładce 
czasopisma (do 25 znaków).

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 stosowanych skrótów w porządku alfabetycznym.

Kolejno numerowane dalsze strony obejmują tekst pracy, 
piśmiennictwo, tabele, podpisy i objaśnienia rycin, wzorów i 
fotografii.

PIŚMIENNICTWO: Wykaz 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 formę. Sposób cytowania czasopism (1), 
monografii (2), rozdziałów z książek jednotomowych (3), 
rozdziałów z tomów serii opracowanych przez różnych 
redaktorów (5) wskazują poniżej podane przykłady.

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

2. B o s t o c k  CJ,  S u m m e r  A T (1978) The Euca- 
ryotic 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 rg  L, N o r d b e r g  GF V o n  VB (red) Handbook on the 
Toxicology of Metals. Elsevier, North-Holland, Amsterdam, str. 
541-553

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

5. F r a n k s N P, Li e b W  R (1981) W: K n i g h t 
C G (red) Research Monographs in Ceil and Tissue Physio­
logy, t. 7. Elsevier, North-Holland, Amsterdam, str. 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 

apierze matowym. Istnieje możliwość wykonania reprodukcji 
arwnych, 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. Na marginesie tekstu 
należy zaznaczyć ołówkiem preferowane miejsce 
umieszczenia ryciny czy wzoru. Słowne objaśnienia znaków 
graficznych można umieścić w podpisie pod ryciną, 
rysunkowe zaś jedynie na planszy ryciny. Tytuły i objaśnienia 
rycin sporządza się w postaci oddzielnego wykazu. Wydruki 
ilustracji należy na odwrocie podpisać imieniem i nazwiskiem 
pierwszego z Autorów i pierwszym słowem tytułu pracy oraz 
oznaczyć „góra-dół" (ołówkiem, na odwrocie). Ze względu 
na wewnętrzną spoistość artykułu wskazane jest 
konstruowanie oryginalnych rycin i zbiorczych tabel na 
podstawie danych z piśmiennictwa.

Wydruk i załączniki (w dwu egzemplarzach) oraz dyskiet­
kę, właściwie zabezpieczone przed uszkodzeniem w czasie 
transportu, prosimy przesłać na adres:

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

http://rcin.org.pl



Prenum erata P O S T Ę P Ó W  
B I O C H E M I I  rok 2000 
dla nie zrzeszonych w  PT B ioch 40,00 zł
dla członków  PT B ioch 20,00 zł
dla zakładów  i b ibliotek 70,00 zł

Składka P.T.Bioch.
za rok 2000 30,00 zł
studenci 10,00 zł

KOMUNIKAT

W  związku z reorganizacją banku obsługującego rachunki Polskiego Towarzystwa 
Biochemicznego prosimy o wnoszenie opłat za składki członkowskie i prenumeratę kwartalnika 
„Postępy Biochemii" na nasze NOWE KONTO w PBK XIII O/Warszawa nr 
11101053-411050000371
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