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Professor M ich ael L ask ow sk i, Junior 
1930-2004

Michael Laskowski Junior urodził się 13 marca 
1930 roku w Warszawie. W Polsce otrzymał w y­
kształcenie podstawowe i średnie, którym później 
bardzo się szczycił. Szczególnie cenił sobie znako­
mite podstawy z matematyki i fizyki uzyskane w pol­
skim liceum. Jego ojciec —  prof. Michał Laskowski 
Senior —  był znanym i cenionym chemikiem białka i 
enzymologiem. Można przypuszczać, że wpływ ojca 
był decydujący na późniejsze zainteresowanie syna 
nauką.

Wybuch II wojny światowej rozdzielił rodzinę La­
skowskich. Ojciec, nominowany na profesora tuż 
przed wybuchem wojny, wziął udział w kampanii 
wrześniowej jako oficer rezerwy, a następnie w al­
czył na froncie francuskim. W 1941 roku, dzięki po­
mocy Fundacji Rockefellera, znalazł się w Stanach 
Zjednoczonych, gdzie podjął pracę w laboratorium 
J.B. Sumnera w Cornell University. Synowi nato­
miast przyszło tułać się w czasie zawieruchy wojen­
nej po Polsce pod opieką babci, aby połączyć się z ro­
dzicami w USA dopiero w 1947 roku. Wcześniej j e d ­
nak młody Michał Laskowski brał udział w Powsta­
niu Warszawskim jako kurier. Wtedy to, ochraniając 
kolegę, został ranny granatem. Przeżycia wojenne 
musiały wywrzeć silny wpływ na prof. Laskow skie­
go —  nawet znacznie później, z perspektywy am ery­
kańskiej, niechętnie do nich wracał.

Po połączeniu z rodzicami w USA Michael La­
skowski studiował w Lawrence College, a wolny 
czas lubił spędzać w laboratorium ojca. Pierwsze fa­
scynacje pracą laboratoryjną szybko przerodziły się 
w partnerskie stosunki —  wspólnie pracowali nad 
oczyszczaniem oksydazy ksantynowej. Dodawaniu 
trypsyny w pierwszych etapach preparatyki tow a­
rzyszyły kłopoty związane z powtarzalnością w yni­
ków. Młody Michael szybko zorientował sie, że w y­
nikają one z obecności inhibitora trypsyny w w yjś­
ciowym wyciągu. Nieco później stwierdził obecność 
inhibitora trypsyny także w siarze bydlęcej i w ykry­
stalizował go mając zaledwie 19 lat, co było 
początkiem Jego błyskotliwej kariery badawczej. W 
tym czasie, po ukończeniu z wyróżnieniem college’u 
w 1950 roku, Michael Laskowski zaczął pracować w 
laboratorium prof. H. Scheragi w Cornell University. 
W 1954 roku został promowany na doktora jako 
pierwszy z licznej grupy doktorantów prof. Haralda 
Scheragi. Jego doktorat dotyczył termodynamiki re­
akcji, w których biorą udział białka. Tematyka ta bę­
dzie dominować w Jego późniejszej działalności na­
ukowej.

W roku 1957 Michael Laskowski, Jr. został 
powołany na stanowisko profesora uniwersyteckie­
go na Wydziale Chemii Uniwersytetu Johna Purdue. 
Z uniwersytetem tym związana będzie cała Jego
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działalność naukowa. W 1965 roku, w wieku 35 lat, 
zostaje powołany na stanowisko profesora. W 
początkowym okresie niezależnej działalności ba ­
dawczej rozwinął technikę powszechnie znaną jako 
solvent perturbation , która umożliwia ocenę stopnia 
ekspozycji do rozpuszczalnika grup chromoforo- 
wych białek. W latach 60. i 70., a więc w okresie, gdy 
metody krystalografii i jądrow ego rezonansu m agne­
tycznego w zastosowaniu do badania struktury m a­
krocząsteczek były w powijakach, technika ta była 
szeroko stosowana jako  jedna  z nielicznych umożli- 
wających precyzyjny wgląd w otoczenie łańcuchów 
bocznych aminokwasów aromatycznych.

Na początku lat 60. prof. Laskowski wraca do te­
matyki inhibitorów proteaz serynowych. Wspólnie z 
doktorantami precyzyjnie określa energię od­
działywania trypsyny z sojowym inhibitorem trypsy- 
ny (STI) poprzez pomiar liczby zwolnionych proto­
nów jako sygnału wskazującego na tworzenie kom ­
pleksu. Szczegółowa analiza faz kinetyki procesu 
zwalniania protonów pozwoliła zaproponować Mu 
tzw. standardowy mechanizm oddziaływania protea- 
za serynowa —  inhibitor białkowy. Zgodnie z tym 
mechanizmem inhibitory białkowe są rozpoznawane 
jak  substraty, a wiązanie peptydowe P i - P f ,  nazwane 
przez Niego centrum reaktywnym, może być selek­
tywnie hydrolizowane i resyntetyzowane przez pro- 
teazę. Mechanizm ten oryginalnie zaproponowany 
dla oddziaływania trypsyna —  STI został później po­
twierdzony dla wszystkich 18 rodzin białkowych in­
hibitorów proteaz. Drugim poważnym  osiągnięciem 
tamtego okresu była enzymatyczna wym iana reszty 
aminokwasowej Pi flankującej centrum reaktywne w 
inhibitorze STI. Stosując ciąg reakcji odwracalnej 
proteolizy z użyciem trypsyny oraz karboksypepty- 
dazy B wymienił resztę argininy pozycji Pi na Lys, a 
później używając chymotrypsyny i karboksypepty- 
dazy A „zmutował” argininę do fenyloalaniny i tryp- 
tofanu. Osiągnięcia te były możliwe, gdyż doskonale 
rozumiał On zasady odwracalności reakcji chemicz­
nych, nawet tak „nieodw racalnych” jak  hydroliza 
wiązań peptydowych. Były to pierwsze udane do­
świadczenia wymiany reszt aminokwasowych w 
białkach, dokonane na wiele lat przed w prow adze­
niem metod genetycznych.

W latach 70. laboratorium prof. Laskowskiego 
zwróciło się w kierunku badań owomukoidów jaj 
ptasich. Te glikozylowane białka zbudowane są z 
trzech domen typu Kazała liczących po około 60 
reszt aminokwasowych. Każda z domen odpowie­
dzialna jes t za oddziaływanie z proteazą. Szczególne 
zainteresowanie wzbudziła trzecia domena: była ona 
tylko częściowo glikozylowana i dawała się stosun­

kowo łatwo wyodrębnić z całego owomukoidu po­
przez zastosowanie ograniczonej proteolizy. W la­
tach 70 i 80. laboratorium prof. Laskowskiego doko­
nało ogromnego wysiłku sekwencjonowania 159 
trzecich domen owomukoidów, a ponadto wielu 
pierwszych i drugich domen. Jaja ptaków pozyski­
wane były z ogrodów zoologicznych całego świata, z 
ferm ptasich, a szczególnie dzięki uprzejmości orni­
tologów. Badania te pozwoliły odkryć zdumiewającą 
cechę owomukoidów —  reszty aminokwasowe od­
powiedzialne za kontakt z enzymem, a więc funkcjo­
nalne, okazały się być daleko bardziej zmienne ew o­
lucyjnie niż reszty pozostałe. Jak wiadomo, zazwy­
czaj w białkach reszty fukcjonalne należą do najbar­
dziej ewolucyjnie zachowywanych. Ponadto efekt 
podstawień aminokwasowych na oddziaływanie z 
po teaząbył zwykle addytywny, tzn. nie zależał od in­
nych podstawień. Właściwość addytywności efek­
tów energetycznych jes t jed n ą  z najważniejszych 
cech reakcji chemicznych, a w zastosowaniu do inży­
nierii białka w znakomity sposób upraszcza liczbę 
wariantów potrzebnych do ustalenia zależności m ię­
dzy sekwencją białka a jego reaktywnością.

Badania nad naturalnie występującymi owomuko- 
idami pozwalały prof. Laskowskiemu rozwijać zain­
teresowania ewolucją białek a także ptaków, lecz nie 
dostarczały one danych o wariantach białek o syste­
matycznie zmienianej sekwencji aminokwasowej. 
Badanie efektów addytywnych dla oddziaływania 
trzecich domen owomukoidów z proteazami seryno- 
wymi wymagały tymczasem pełnej kolekcji 191 w a­
riantów, w których każda z dziesięciu pozycji typu 
dzikiego tego białka (za typ dziki przyjął on sekwen­
cję trzeciej domeny owomukoidu z jaj indyka) 
wchodzących w kontakt z enzymem byłaby zmuto­
wana do każdego z naturalnie występujących amino­
kwasów. Wszystkie potrzebne mutanty białka szczę­
śliwie udało się uzyskać w formie rekombinowanej. 
Zmierzenie ich oddziaływania z sześcioma proteaza­
mi serynowymi dostarczyło informacji o wkładzie 
energetycznym każdej z pozycji kontaktowej w ener­
gię asocjacji. Zakładając efekty addytywne, prof. L a­
skowski mógł teraz przetestować zależność między 
sekwencją białka a jego reaktywnością. Algorytm 
został przetestowany na szeregu naturalnie w ystę­
pujących białek, które różnią się w ieloma podstawie­
niami od sekwencji typu dzikiego. Ostateczny wynik 
testów-obliczeń był wielkim sukcesem —  analiza 
pokazała, że w około 90% przypadków m ożna prze­
widzieć z dużą dokładnością wartość energii asocja­
cji poprzez założenie efektów addytywnych, tzn. su­
mując efekty energetyczne zmierzone dla mutantów 
jednopodstawionych.
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Dalsze prace nad rozwijaniem algorytmu prze­
rwała przedwczesna śmierć prof. Laskowskiego 
2 sierpnia 2004 r. Michał zmarł w wieku 74 lat na roz­
legły zawał serca w czasie letnich wakacji spędza­
nych, jak  corocznie, w ukochanych górach Grand Te- 
tons. Posiadał silną osobowość, której nie sposób 
było się oprzeć. Miał precyzyjny i analityczny 
umysł, w codziennych dyskusjach przytaczał z pa­
mięci ogromne ilości danych literaturowych. Kochał 
liczby i dążył do ilościowego ujmowania rzeczywi­
stości, także biologicznej. Wielkie nadzieje wiązał z 
komputerami. Zawsze gotów był do dyskusji, lubił

formułować oryginalne hipotezy, czasem tylko po to, 
aby innych wciągnąć w dyskusję i zmusić do m yśle­
nia. Do ostatnich dni życia był człowiekiem całkowi­
cie oddanym nauce. W końcowych trzech latach 
swojego życia utrzymywał swoją dużą grupę z fun­
duszy własnych. N aukę rozumiał jako formułowanie 
testowalnych hipotez. D ew izą Michała było stwier­
dzenie: „Badacz, który chce traktować mały obszar 
nauki jako swoje lenno, powinien dążyć do tego, aby 
zostawić go prostszym i bardziej spójnym niż je  za­
stał.”

Jacek O tlew ski
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ARTYKUŁY

Nagroda Nobla z chemii, czyli o systemie degradacji 
białek komórkowych 

Nobel Prize in Chemistry and cellular protein 
degradation system

TERESA ŻOŁĄDEK

Tegoroczna Nagroda Nobla w dziedzinie chemii 
została przyznana Aaronowi Ciechanoverowi, Avra- 
mowi Hershko, obaj z Technion, Izraelskiego Insty­
tutu Technologicznego (Izrael) oraz Irwinowi Rose z 
Uniwersytetu Kalifornijskiego (USA) (Fot. 1) za od-

Fot. 1. Aaron Ciechanover, Avram Hershko, Irwin Rose.

krycie regulowanej degradacji białek zależnej od 
ubikiwtyny. Naukowcy ci na początku lat 80-tych 
XX wieku opublikowali wspólnie trzy prace b ioche­
miczne [1, 2, 3], w których wykazali, że małe białko 
wyizolowane z retikulocytów (tj. ubikwityna, na­
zwane przez nich wtedy APF-1) jes t przyłączane ko­
walencyjnie do różnych białek. Wykazali też, że 
przyłączenie wielu cząsteczek ubikwityny (poliubi- 
kwitynacja) warunkuje degradację białek i wymaga 
zużycia energii w postaci ATR Prace te zapoczątko­
wały odkrycie całego systemu ubikwityny, co umo-

Dr, Zakład Genetyki, Instytut Biochemii i Biofizyki, Polska 
Akademia Nauk, Pawińskiego 5a, 02-106 Warszawa, Tel: (48 
22) 592-1304; e-mail: teresa@ibb.waw.pl

żliwiło zrozumienie mechanizmu molekularnego re­
gulacji ważnych procesów komórkowych, takich 
jak: cykl komórkowy, naprawa DNA, transkrypcja 
genów, szlaki przekazywania sygnału, odpowiedź 
immunologiczna. System ubikwityny warunkuje de­
gradację białek prawidłowych, zwykle tych krótko 
żyjących, przeprowadza też kontrolę jakości no- 
wosyntetyzowanych białek i degraduje białka uszko­
dzone np. zmutowane, zdenaturowane, źle zwinięte 
[4]. Ten sposób degradacji jes t wysoce selektywny, 
tzn. degradowane są tylko wybrane białka. Białko 
przeznaczone do degradacji jes t znakowane przez 
przyłączenie ubkwityny, która jes t małym globular- 
nym białkiem, zawierającym 76 aminokwasów, od­
krytym przez Goldsteina i współpracowników [5]. 
Poliubikwitnowane białka są rozpoznawane przez 
kompleks proteazowy zwany proteasomem 26S, 
składający się z rdzenia 20S i dwóch kompleksów re­
gulatorowych 19S. Przechodząc przez proteasom 
białka są cięte na małe fragmenty (peptydy o d ługo­
ści 7-9 aminokwasów). Fragmenty te podlegają  dal­
szemu rozkładowi do aminokwasów. Zanim degra­
dowane białko przejdzie przez proteasom ubikw ity­
na jes t uwalniana i może być ponownie użyta. W 
uwalnianiu ubikwityny od degradowanych białek 
oraz w procesie dojrzewania ubikwityny biorą udział 
enzymy deubikwitynujące [4, 6 ].

Zanim tegoroczni Nobliści dokonali swego odkry­
cia wiadomo było, że duża część białek kom órko­
wych ulega rozkładowi w obrębie lizosomów (u ro ­
ślin i grzybów zwanych wakuolami). Trafiają one 
tam drogą endocytozy, fagocytozy, autofagocytozy 
lub z aparatu Golgiego drogą transportu pęcherzyko-
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wego. Degradacja lizosomalna jest w dużym stopniu 
nieselektywna. W ostatnich latach stało się jasne, że 
liczne białka receptorowe, transportery i kanały 
błony plazmatycznej są ubikwitynowane w błonie 
komórkowej a modyfikacja ta odgrywa zasadniczą 
rolę w ich endocytozie i degradacji w lizosomie
[7].Tak więc ubikwitynacja pełni również inne role, 
niezwiązane z degradacją przez proteasomy.

Poznanie systemu ubikwitynacji przyczyniło się 
do poznania mechanizmów powstawania niektórych 
chorób i w przyszłości może się przyczynić do ich le­
czenia. Wiele chorób genetycznych jes t  związanych 
z zaburzeniem systemu ubikwitynacji. Zidentyfiko­
wano mutacje w genach kodujących enzymy ubikwi- 
tynujące, enzymy deubikwitynujące, bądź w genach 
kodujących ważne białka substratowe [8 ]. Przykła­
dem jest  choroba Angelmana przebiegająca z zabu­
rzeniami umysłowymi i epilepsją oraz dziedziczne 
nadciśnienie nerkowe (zespół L iddle’a). Bezpośred­
ni związek chorób neurodegeneracyjnych z syste­
mem ubikiwtyny został wykazany dla kilku rzadkich 
przypadków choroby Alzheimera i recesywnej 
młodzieńczej choroby Parkinsona. Zwróciło to uw a­
gę badaczy na udział zaburzeń degradacji w patoge­
nezie tych chorób [9], Akumulacja ciałek inkluzyj- 
nych zasocjowanych z ubikwityną, konjugatami ubi- 
kwityny, proteasomami i pewnymi charakterystycz­
nymi dla choroby białkami była zaobserwowana już 
dawno w wielu chorobach neurodegeneracyjnych, 
takich jak: choroba Alzheimera, choroba Parkinsona 
(również ich form spontanicznych) oraz choroba 
Huntingtona związana z wystąpieniem powtórzeń 
polyglutaminy w zmutowanym białku. W większości 
przypadków związek tych chorób z systemem ubi- 
kwityny jest pośredni i jes t odzwierciedleniem nie­
udanych prób usunięcia uszkodzonych lub nienor­
malnych białek przez ten system.

System ubikwityny stał się interesującym obsza­
rem badań w kierunku opracowania nowych leków. 
Działanie terapeutyczne leku może mieć miejsce na 
poziomie ubikwitynacji i na poziomie aktywności 
proteasomów. Preparaty m ogą hamować system ubi­
kwitynacji zapobiegając degradacji pewnych w aż­
nych białek lub też zwiększać jego aktywność tak 
aby zniszczyć niechciane, nagromadzone białko. N a­
tomiast inhibitory proteasomów m ogą być użyteczne 
w  chorobach przebiegających z ich nadaktywnością, 
tj. w chorobach ze stanem zapalnym oraz w choro­
bach nowotworowych. Obecnie inhibitor proteaso- 
mu Velcade jest stosowany klinicznie w leczeniu 
choroby nowotworowej, szpiczaka mnogiego.

Nagroda Nobla została przyznana za odkrycie 
sprzed dwudziestu kilku lat. Nad czym obecnie pra­
cują  Nobliści? Zespół kierowany przez A. Hershko 
zajmuje się zależną od ubikwityny degradacją regu­
latorów cyklu komórkowego, cykliny B i inhibitora 
kinazy zależnej od cyklin. Jest to ważne dla zrozu­
mienia patogenezy i leczenia chorób nowotworo­
wych, które są spowodowane niekontrolowanym 
wzrostem i podziałem komórek. Zespół A. Ciecha- 
novera bada regulow aną przez ubikwitynę aktywację 
i degradację regulatorów transkrypcji, takich jak: 
główny modulator systemu immunologicznego 
N F-kB, supresor nowotworów p53 i regulator różni­
cowania mięśni MyoD. I. Rose zajmuje się zagadnie­
niami niezwiązanymi z systemem ubikwityny. Inni 
znani badacze, którzy współpracowali z Noblistą 
A. Ciechanoverem, A. Varshavsky i D. Finley [10,
1 1 ], m ają także wielkie zasługi w badaniach systemu 
ubikwityny i są wyróżniani ważnymi nagrodami na­
ukowymi. Wychowali oni i wykształcili liczne rze­
sze badaczy, którzy następnie założyli własne labo­
ratoria i kontynuują pracę nad ubikwitynacją. Obec­
nie jes t  to bardzo dynamicznie rozwijająca się dzie­
dzina wiedzy.

System ubikwitynacji był przedmiotem artykułów 
w Postępach Biochemii w 1997r., Tom 43, Nr 2, 
91-97, Tobiasz A. i Żołądek T.: „System ubikwityna­
cji i jego  rola u drożdży Saccharom yces serevisiae” 
oraz w 2 0 0 lr., Tom 47, N r 1, 63-71, Żołądek T. i Ka­
mińska J.: „Rola ligazy ubikwitynowo-białkowej 
Rsp5p w endocytozie białek błony komórkowej u 
drożdży” .
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I. Wstęp

W roku 1995 K r i e g i wsp. udowodnili, że p la­
zmidowy DNA wprow adzony do organizmu 
zwierząt wywołuje odpowiedź układu odpornościo­
wego. Odpowiedź ta polegała na aktywacji komórek 
układu immunologicznego takich jak: limfocyty B, 
makrofagi, komórki dendrytyczne oraz komórki NK 
[ ł ]. Aktywacja układu odpornościowego była 
związana z obecnością sekwencji dinukleotydowych 
CpG w bakteryjnym DNA. M otywy te składają się z 
położonych obok siebie w jednym  łańcuchu fosfo- 
diestrowym nici DNA zasad azotowych: cytozyny i 
guaniny. W genomie bakterii m otywy CpG w ystę­
pują z w iększą częstotliwością niż w genomie krę­
gowców. Dodatkowo, około 75% sekwencji CpG u 
kręgowców jest metylowana w pozycji cytozyny, 
podczas gdy bakteryjny DNA zawiera prawie 
wyłącznie dinukleotydy CpG niemetylowane.

Podanie niemetylowanych sekwencji CpG 
wywołuje trzy rodzaje odpowiedzi organizmu krę­
gowców. W pierwszym rzędzie, bakteryjna sekw en­
cja CpG indukuje syntezę cytokin prozapalnych ta- 
k ichjak: interferony (IFN-y), interleukina 12 (IL-12)

296 POSTĘPY BIOCHEMII 50(4), 2004http://rcin.org.pl

mailto:czyk@io.gliwice.pl


oraz czynnik martwicy now otw oru-a  (TN F-a). D ru ­
gim efektem działania sekwencji CpG jest zm niej­
szenie ilości białych krwinek oraz płytek krwi (leu- 
kopenia, trombocytopenia). Trzecim —  podniesienie 
poziom u transaminaz: aminotransferazy alaninowej 
(ALT) i aminotransferazy asparaginianowej (AST) 
[2].

Terapia genowa jest m etodą naprawy uszkodzo­
nych genów, bądź wprowadzeniem nowych genów, 
kom pensujących uszkodzenie lub brak genu. Terapia 
ta polega na wprowadzeniu do organizmu genu w no ­
śniku ja k  np. wektor plazmidowy, który to gen ulega 
ekspresji i tworzone jes t funkcjonalne białko [3].

Transfer do płuc genów obecnych w plazmidach, 
przez podawanie kompleksów wprost do krw ioobie­
gu, wywołuje silną reakcję układu odpornościowego 
i indukcję syntezy cytokin prozapalnych (IL-12, 
T N F -a ,  IFN-y). Podawanie samego plazmidowego 
DNA lub lipidów kationowych bez DNA wywołuje 
jedynie słabą indukcję cytokin prozapalnych [4]. 
Taka droga podania prowadzi głównie do transfekcji 
kom órek śródbłonka płuc. Transfer genów za po­
m ocą lipopleksów możliwy jes t dzięki agregacji no­
śnika lipidowego indukowanej przez białka surowi­
cy krwi. Strumień krwi, w której znajdują się agrega­
ty, wędruje do płuc, gdzie w naczyniach śródbłonka, 
dzięki swojemu dużemu rozmiarowi, zostają „uw ię­
zione” i są następnie internalizowane przez komórki 
śródbłonka. Podczas gdy agregacja nośnika um ożli­
wia wzajemne oddziaływanie wprowadzonego DNA 
z komórkami docelowymi, to jednocześnie kontakt 
komórek układu odpornościowego z sekwencjami 
CpG znajdującymi się w wektorze bakteryjnym in­
dukuje szybką aktywację cytokin prozapalnych [4,
5].

Podawanie kompleksów lipidów kationowych z 
genem terapeutycznym w plazmidowym wektorze 
ekspresji może ograniczać ich zastosowanie w tera­
pii genowej, gdyż indukują one stan zapalny i ha­
m ują ekspresję genów terapeutycznych. Z drugiej 
jednak  strony wykazano, że sekwencje CpG ham ują 
rozwój guzów pierwotnych oraz przerzutów [6 ]. 
Efekt ten wywołany jes t  indukcją cytokin prozapal­
nych, które aktywują komórki układu odpornościo­
wego, a ich aktywność ogranicza wzrost nowotw o­
rów. Zjawisko to może być wykorzystane w produk­
cji szczepionek DNA, które ham ują wzrost now o­
tworów, zapobiegają infekcjom bakteryjnym lub w i­
rusowym, bądź mogą się przyczynić do skutecznego 
zapobiegania alergii.

Celem niniejszej pracy jes t omówienie immuno- 
stymulacyjnych właściwości sekwencji CpG. Stara­
liśmy się przedyskutować ich negatywny wpływ na

terapię genową z wykorzystaniem plazmidowego 
DNA oraz korzyści jakie  przynoszą w leczeniu no­
wotworów, infekcji bakteryjnych i wirusowych oraz 
chorób takich jak  alergia czy astma.

II. M echanizm aktywacji immunologicznej przez se­
kwencje CpG

Nie tylko obecność niemetylowanej sekwencji 
CpG jes t  niezbędna do aktywacji układu odporno­
ściowego, równie ważne w stymulacji aktywności 
immunomodulacyjnej są sekwencje flankujące. Se­
kwencje DNA zawierające niemetylowany motyw 
CpG będące w otoczeniu dwu puryn na końcu 5 ’ i 
dwu pirymidyn na końcu 3 ’, jak  np. GACGTT, pobu­
dzają układ odpornościowy myszy o wiele mocniej 
niż sekwencje CpG w otoczeniu nukleotydu C na ko­
ńcu 5 ’ i G na końcu 3 ’. Inne motywy sekwencji flan­
kujących są rozpoznawane przez ludzkie komórki 
odpornościowe (GTCGTT, TTGCTT), a inne np. 
przez mysie [7].

Za rozpoznanie specyficznych m otywów kwasów 
nukleinowych obecnych w bakteriach i wirusach są 
odpowiedzialne dwa receptory: TLR3 i TLR9. Re­
ceptor TLR9 jes t białkiem cytoplazmatycznym i 
znajduje się w retikulum endoplazmatycznym (ER)
[ 8 ]. Receptor ten rozpoznaje wyłącznie niemetylo- 
wane sekwencje CpG [9]. Cząsteczki DNA z se­
kwencjami CpG m uszą dostać się do komórek drogą 
endocytozy przy udziale klatryn, które ułatwiają 
tworzenie pęcherzyków endosomalnych. Tworzenie 
i dojrzewanie pęcherzyków endosomalnych zawie­
rających DNA z sekwencjami CpG jest regulowane 
przez PI3K i Rab 5 oraz EEA-1 [10, 11] (Ryc. 1). Po 
pobudzeniu komórek dendrytycznych i makrofagów 
przez motywy CpG, zarówno TLR9 jak  i M yD 8 8  są 
szybko kierowane do endosomów zawierających 
zinternalizowane cząsteczki DNA z sekwencjami 
CpG. W endosomach białko TLR9 bezpośrednio 
łączy się z ligandem i inicjuje szereg reakcji [8 ]. 
Efektem pobudzenia receptora jes t indukcja czynni­
ków transkrypcyjnych i wzrost ekspresji cytokin pro­
zapalnych, protoonkogenów i genów hamujących 
apoptozę [ 1 2 ].

Ligand, którym jest sekwencja CpG, inicjuje 
połączenie białka M yD 8 8  z dom eną Toll/IL-IR  
(TIR), która jes t częścią receptora TLR9. Następnie 
do białka M yD 8 8  zostaje przyłączone białko IRAK, 
do którego wiąże się białko TR A F - 6  i białko TAKI. 
Utworzony kompleks pobudza kinazę JNK, białko 
p38 i inhibitor k B .  Pobudzenie tych białek aktywuje 
z kolei czynniki transkrypcyjne AP-1 i N F - k B .
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Natomiast RNA wirusowy a także dwuniciowy 
RNA rozpoznawany jes t przez receptor TLR3. Re­
ceptor ten jes t białkiem znajdującym się w błonie ko­
mórkowej. Rezultatem pobudzenia białka TLR3 jest 
połączenie domeny TIR tego receptora z białkiem 
M yD 8 8 . Dalszy etap transdukcji sygnału jes t  podob­
ny jak  w przypadku białka TLR9. Ostatecznie akty­
wowane są białka AP-1 i N F-kB i ekspresja cytokin 
prozapalnych [13] (Ryc. 1).

Bakteryjny DNA, 
plazmidowy DNA 
z sekwencjami CpG 

Dwuniciowy RNA — g*c —

Ryc. 1. Mechanizm rozpoznania obcego DNA i RNA przez receptory 
TLR9 i TLR3.

Rozpoznanie sekwencji CpG w cząsteczkach 
DNA przez receptor TLR9 i pobudzenie różnych 
czynników transkrypcyjnych aktywuje bezpośrednio 
lub pośrednio kilka rodzajów komórek układu odpor­
nościowego (Ryc. 2). Sekwencje CpG bezpośrednio 
indukują podziały limfocytów B, ich różnicowanie i 
wydzielanie cytokin prozapalnych takich jak: inter- 
leukina 6  i 10. Poza tym aktywacja limfocytów B 
sprawia, że stają się one komórkami opornymi na 
apoptozę [12]. W przeciągu kilku dni limfocyty B 
stają się zdolne do produkcji przeciwciał.

Bakteryjny DNA trafia także do komórek dendry- 
tycznych i makrofagów, gdzie indukuje transkrypcję 
cytokin prozapalnych takich jak: IL-12, T N F -a ,  
IF N -a  i p [14]. Ekspresja tych cytokin aktywuje ko­
mórki cytotoksyczne (NK). Ich aktywacja prowadzi 
do wydzielenia kolejnej cytokiny: IFN-y. Sekwencje 
CpG aktywują również limfocyty T, ale ich w zbudze­
nie nie odbywa się w sposób bezpośredni jak  w p rzy­
padku komórek dendrytycznych, makrofagów, czy 
limfocytów B, lecz pośrednio przez produkcję IFN- i 
innych cytokin prozapalnych [15].

III. Wpływ cytokin prozapalnych na terapię 
genową z użyciem plazmidowego DNA

Sekwencje CpG aktywują transkrypcję cytokin 
prozapalnych (T N F-a ,  IFN-y, IL-12) i ich w ydzie la­
nie do krwioobiegu. Ekspresja cytokin prozapalnych 
może mieć fatalne skutki w terapii genowej (Tab. 1). 
Cytokiny prozapalne stymulują komórki układu od­
pornościowego do rozpoznania i eliminacji komórek 
zawierających transgen. Cytokiny pobudzają  limfo­
cyty B i T, NK, makrofagi. Komórki te w przeciągu 
kilku godzin (limfocyty B, makrofagi, NK) lub kilku 
dni (limfocyty T) eliminują komórki z w prow adzo­
nym DNA. Poza tym, cytokiny aktywowane sekwen-

CpG
Plazmidowy DNA z motywem 
CpG wnika przez tworzone 
pęcherzyki
endosomalne |[_.-|2

TNF-i

IFN-y

f  Komórki zabójcy
IFN-a/p

•« >• J 
Przeciwciała 

przeciwko antygenom

Receptory
antygenów

i...

Komórki dendrytyczne

Limfocyty T

Ryc. 2. Mechanizm aktywacji komórek układu odpornościowego i cytokin prozapalnych przez sekwencje CpG.
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cjami CpG indukują apoptozę komórek transfeko- 
wanych [4].

Odpowiedź układu immunologicznego i obecność 
cytokin prozapalnych znacznie zmniejsza więc w y­
dajność wprowadzania transgenów do komórek do­
celowych. Swoista odpowiedź układu odpornościo­
wego skierowana przeciwko wektorowi lub produk­
towi genu może powodować eliminację transfeko- 
wanych komórek lub zmniejszać wydajność trans- 
fekcji po ponownym podaniu kompleksów liposo- 
m ów z DNA [4].

Cytokiny m ogą powodować zahamowanie eks­
presji wprowadzonego genu terapeutycznego w

Tabela 1.

ziom białka terapeutycznego ogranicza skuteczność 
leczenia.

Sekwencje CpG ograniczają również ilość po­
wstałego białka terapeutycznego po ponownym 
podaniu kompleksu. Częste podanie genu terapeu­
tycznego nie wykazuje spodziewanego wzrostu eks­
presji [16]. Aby jednak  kolejne podanie było efek­
tywne, niezbędny jes t  czas 7-14 dni między jednym  a 
drugim podaniem [4]. Długość tego okresu jes t uza­
leżniona od ilości wprowadzonego DNA. Wraz ze 
zmniejszeniem ilości wprowadzanego DNA, można 
skrócić czas przerwy pomiędzy kolejnymi podania­
mi.

Negatywny wpływ cytokin prozapalnych na terapię genową z użyciem plazmidowego DNA

Przeżycie komórek Aktywacja układu immunologicznego, 

eliminacja komórek z obcym DNA, indukcja 

apoptozy w miejscu transfekcji

Hofman CR 
2001
Li et al. 1999

Wydajność transfekcji in

vivo

Zmniejszenie wydajności transfekcji Tan Y 2001

Utrzymywanie się ekspresji 
transgenu

Zahamowanie ekspresji transgenu Li et al. 1999 

Yew NS etal. 

2002

Wliitmore M et 

al. 1999

Ponowne podanie
Kilkukrotne podanie nie zwiększa ekspresji 

transgenu

Yew NS etal. 

2000

Li et al. 1999

dwojaki sposób. Pierwszy z nich związany jes t  z 
sam ą produkcją cytokin, które m ogą bezpośrednio 
blokować ekspresję genu. Inaktywacja cytokin przez 
specyficzne przeciwciała, czynniki immunosupre- 
syjne (deksametazon, chlorek gadolinu) znacząco 
wydłuża czas ekspresj i genu [4, 16, 17]. Drugi oparty 
jes t na wysokiej wrażliwości komórek śródbłonka na 
cytokiny prozapalne [18]. Ekspozycja komórek 
śródbłonka na działanie np. T N F -a  powoduje ich 
apoptozę. Apoptoza tych kom órek jes t bezpośrednio 
związana z sekwencjami CpG w kompleksach z lipi­
dami kationowymi, gdyż dożylne podanie samych li­
pidów kationowych czy samego (tzw. „nagiego”) 
DNA nie wywołuje apoptozy na taką skalę [4, 5, 19, 
20]. Może to być związane z ochroną DNA przed 
działaniem nukleaz przez lipidy kationowe.

Poza zahamowaniem ekspresji transgenu dodat­
kowym problemem jes t  czas jego  „utrzymywania” 
się w komórkach docelowych. Czas trwania transge­
nu w komórkach docelowych jes t  krótki, a niski po­

ły. Szczepionki DNA

Mimo iż wydaje się, że zastosowanie plazmido­
wego DNA, który indukuje ekspresję cytokin proza­
palnych, znacznie ogranicza jego stosowanie w tera­
pii genowej jako wektora ekspresji genów terapeu­
tycznych, to wzbudzenie układu immunologicznego 
może być jednak  czynnikiem terapeutycznym w 
przypadku leczenia nowotworów. Efekt terapeutycz­
ny wiąże się z uwrażliwieniem komórek układu od­
pornościowego na obce komórki, np. komórki nowo­
tworowe [7]. Immunizacja organizmu aktywuje sze­
reg komórek układu odpornościowego, szczególnie 
makrofagi oraz komórki cytotoksyczne typu NK, 
które niszczą komórki nowotworowe. Zatem se­
kwencje CpG mogą zostać użyte jako szczepionki w 
leczeniu nowotworów [21]. Monoterapia nowotw o­
rów z zastosowaniem sekwencji CpG nie pozwala na 
efektywne kontrolowanie wzrostu guzów. Dlatego 
I s h i i  i wsp. skojarzyli podawanie oligonukleoty-
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dów zawierających sekwencję CpG z podawaniem 
białka fuzyjnego zawierającego interleukinę-13 i en- 
dotoksynę Pseudom onas. Połączenie białka IL-13 z 
endotoksyną baktery jną umożliwia swoiste dostar­
czenie toksycznego białka bakteryjnego do komórek 
nowotworowych zawierających receptor dla inter- 
leukiny-13 jak  np. nowotwory głowy i szyi, now o­
twór prostaty, now otw ór nerki i inne. Taka terapia 
wpływała wydajnie na zahamowanie wzrostu guzów 
u zwierząt doświadczalnych [2 2 ].

Sekwencje CpG np. obecne w oligodeoksynukle- 
otydach są skutecznym czynnikiem terapeutycznym 
w terapii astmy oraz chorób związanych z infekcjami 
bakteryjnymi i wirusowymi. Alergie są chorobami 
związanymi z uszkodzeniem  odpowiedzi subpopula- 
cji limfocytów Th2, wzrostem produkcji przeciwciał 
IgE. Sekwencje CpG w yw ołują aktywację subpopu- 
lacji limfocytów pomocniczych T h l zaangażowa­
nych w odpowiedź przeciwinfekcyjną i tłumienie su- 
bpopulacji Th2 zw iązanych z rozwojem nadw rażli­
wości na alergeny środowiskowe. Regularne poda­
wanie sekwencji CpG skutecznie leczy skutki alergii 
i chorób autoim munizacyjnych [23, 24].

Powierzchnie śluzowe w drogach oddechowych 
są p ierw szą barie rą  dla czynników wchłanianych 
drogą oddechow ą i s tanowią najważniejszą granicę 
pomiędzy układem odpornościowym i środowi­
skiem. Dlatego najbardziej efektywną drogą poda-

Tabela 2.

Hamowanie cytokin prozapalnych

faktancie płuc może znacząco wpływać na stan za­
palny układu oddechowego i jego nadwrażliwość na 
alergeny prowadząc do leczenia objawów alergii czy 
astmy.

Natomiast w przypadku infekcji bakteryjnych i 
wirusowych sekwencje CpG m ogą być uniwersalny­
mi szczepionkami DNA w leczeniu tych chorób. M o­
tywy CpG indukują produkcję limfocytów pom ocni­
czych Th 1, odpowiedzialnych za aktywność przeciw­
infekcyjną. Dostarczanie sekwencji CpG w plazm i­
dowym DNA powinno więc podnieść oporność na 
zachorowania i zmniejszyć śmiertelność organi­
zmów pow odowaną infekcjami bakteryjnymi i w iru­
sowymi [7, 12].

V. Hamowanie cytokin prozapalnych w tera­
pii genowej z użyciem plazmidowego DNA

Hamowanie produkcji cytokin prozapalnych pod­
czas terapii genowej, w której geny dostarczane są w 
wektorach bakteryjnych, znacznie zwiększa ilość 
produkowanych białek i pozwala na osiągnięcie lep­
szych wyników terapeutycznych. Ograniczenie ilo­
ści cytokin prozapalnych może odbywać się przez 
zastosowane immunosupresantów, zmniejszenie ilo­
ści sekwencji CpG w plazmidowym DNA czy odpo­
wiednie podawanie DNA i liposomów kationowych 
(Tab. 2).

1. Czynniki 

i mmunosupre syj ne

Chlorek gadolinu (GdCl3) Sakurai F et al. 2002

Deksametazon Tan Y et al. 1999

Chlorokina Yew NS et al. 2000

2. Zmniejszenie ilości 

sekwencji CpG w DNA

Eliminacja nieistotnych regionów 

DNA

Yew NS et al. 2002

Miejscowo specyficzna mutageneza Yew NS et al. 2000

Metylacja plazmidowego DNA Tan Y et al. 1999 

Tousignant et al. 

2003

Amplifikowane przez reakcję PCR 

fragmenty DNA

Hofman CR et al. 

2001

3. Nowe taktyki podawania 

DNA

Sekwencyjne podawanie 

plazmidowego DNA i liposomów

Tan Y et al. 2001

wania sekwencji CpG jes t  wprowadzanie ich do sur- 
faktantu, czyli substancji lipidowej pokrywającej 
bardzo cienką w arstw ą powierzchnię nabłonka odde­
chowego pęcherzyków płucnych, drogą inhalacji 
[23, 24]. M odulacja odpowiedzi limfocytów T w sur-

V -l. Czynniki immunosupresyjne

Czynniki immunosupresyjne ham ują odpowiedź 
układu immunologicznego przez zaham owanie in­
dukcji komórek tego układu jak  np. makrofagów,
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limfocytów B i T, czy produkcji cytokin prozapal- 
nych. Czynnikami takimi są np. chlorek gadolinu —  
GdCl3, cyklosporyna A, deksametazon. Wszystkie te 
czynniki ham ują aktywność immunologiczną orga­
nizmu, zwiększają ekspresję genów wprowadzanych 
m etodą terapii genowej i pozw alają na uzyskanie sta­
le wysokiego poziomu białek terapeutycznych po po­
nownym podaniu genu. Związki immunosupresyjne 
zwiększają także poziom transfekcji komórek doce­
lowych oraz ograniczają apoptozę w miejscu trans­
fekcji w ywołaną sekwencjami CpG i stymulacją cy­
tokin prozapalnych.

Chlorek gadolinu przejściowo zmniejsza ilość ko­
mórek Kupffera w wątrobie i makrofagów w śledzio­
nie. Wątroba i śledziona są organami odgrywającymi 
główną rolę w usuwaniu związków toksycznych i 
mikroorganizmów z krwioobiegu. Komórki Kupffe­
ra są dużymi makrofagami, aktywowanymi przez w i­
rusy, lipopolisacharydy i T N F -a .  Dane eksperym en­
talne wskazują, że te komórki m ogą odgrywać 
znaczącą rolę w produkcji cytokin prozapalnych 
podczas podawania lipopleksów z plazmidowym 
DNA [17]. Wcześniejsze podanie chlorku gadolinu 
zmniejsza ilość T N F -a  od 3 do 10-krotnie i rów no­
cześnie podnosi poziom ekspresji transgenu w 
płucach i komórkach śródbłonka płuc. Podanie 
chlorku gadolinu znacznie zmniejsza ilość cytokin 
prozapalnych, co wiąże się ze wzrostem ekspresji 
transgenu również po wielokrotnym podaniu lipo­
pleksów [17].

Czynnikiem hamującym indukcję cytokin proza­
palnych jest również analog hormonu sterydowego 
deksametazon. Podobnie jak  chlorek gadolinu, dek­
sametazon znacząco obniża poziom cytokin we krwi 
i podnosi efektywność ekspresji transgenów dostar­
czonych w lipopleksach. Podanie deksametazonu 
umożliwia uzyskanie wysokiej ekspresji transgenu, 
po ponownym podaniu genu [16].

Kolejnym czynnikiem hamującym aktywność 
układu odpornościowego jes t chlorokina. M echa­
nizm jej działania nie jes t  jednak  poznany do końca
[25]. Prawdopodobnie hamuje ona dojrzewanie pę­
cherzyka endosomalnego i aktywację kolejnych 
białek w kaskadzie reakcji po pobudzeniu receptora
[26]. Właściwości immunosupresyjne wykazuje 
również cyklosporyna A, która hamuje cykl dojrze­
wania limfocytów T i B.

V-2. Redukcja ilości sekwencji CpG w plazmido­
wym DNA i transgenach

Samo zmniejszenie ilości sekwencji CpG w p la­
zmidowym DNA redukuje ilość syntetyzowanych

cytokin prozapalnych. Eliminacja ta może polegać 
na ograniczeniu nieistotnych dla funkcjonowania 
plazmidu regionów DNA bogatych w sekwencje 
CpG np. przez: zmniejszenie ilości miejsc początku 
replikacji, wstawieniu syntetycznego genu oporno­
ści na kanamycynę ze zm niejszoną ilością sekwencji 
CpG, zastąpieniu promotorów i w zmacniaczy (ang. 
enhancer) odpowiednikami syntetycznymi [27]. 
Modyfikacje takie nie pow odują zm iany funkcjono­
w ania wektorów i pozw alają na efektyw ną ekspresję 
transgenów w komórkach docelowych. Usunięcie se­
kwencji CpG z regionów nieistotnych transkrypcyj- 
nie pozwala na ominięcie problem ów  związanych z 
ich toksycznością. Ograniczenie sekwencji CpG w 
wektorze poprawia czas u trzym ywania się ekspresji 
transgenu i wzrost jego ekspresji w czasie [27].

Poza eliminacją nieistotnych regionów DNA, 
ilość sekwencji CpG można ograniczyć przez miej­
scowo specyficzną mutagenezę. Miejscowo specy­
ficzną mutagenezę przeprowadza się w miejscach z 
dużą ilością sekwencji CpG. Mimo, iż grupie Y e w i 
wsp. udało się zmniejszyć ilość sekwencji CpG w 
miejscu początku replikacji tylko o 8 , to wektor ten 
indukował mniejszą ilość cytokin prozapalnych niż 
w ektor niemodyfikowany. Drugim miejscem boga­
tym w sekwencje CpG jest gen oporności na kanamy­
cynę. Jego miejscowo specyficzna mutageneza cyto- 
zyny do tyminy lub guaniny do adeniny znacznie 
zmniejsza ilość miejsc zawierających sekwencje 
CpG. Taka modyfikacja zmniejsza ilość produkowa­
nych cytokin o około 50% [28]. Redukcja ilości cyto­
kin aktywowanych przez układ immunologiczny, 
umożliwia zastosowanie wektorów plazmidowych w 
terapii genowej. Taki plazm idowy DNA zwiększa 
efektywność wprowadzania genów do komórek, 
zwiększa ekspresję w prowadzonych genów i 
wydłuża czas utrzymywania się transgenu w organi­
zmie.

Skuteczniejszą m etodą uniknięcia toksyczności 
związanej z sekwencjami CpG jest użycie fragmen­
tów DNA amplifikowanych m etodą PCR. Fragm en­
ty, które zawierają wyłącznie promotor, intron, gen 
terapeutyczny i sygnał poliadenylacji można stosun­
kowo łatwo uzyskać i pozbawić zanieczyszczeń. 
DNA otrzymane drogą amplifikacji m etodą PCR jest 
wydajnie wprowadzane do kom órek zarówno in vi­
tro ja k  i in vivo, a produkt PCR z ograniczoną ilością 
sekwencji CpG znacznie słabiej indukuje produkcję 
cytokin prozapalnych. Ilość cytokin jes t  redukowana 
około trzykrotnie w porównaniu z wektorem bakte­
ryjnym niemodyfikowanym. Użycie fragmentów 
ograniczonych do niezbędnych w ekspresji sekwen­
cji transgenów, jes t użyteczną s trategią w terapii ge­
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nowej z zastosowaniem lipopleksów podawanych 
dożylnie [29].

V-3. Sekwencyjny sposób podawania DNA i nośnika

Now ą m etodą eliminacji efektu toksycznego 
związanego z sekwencjami CpG pochodzącymi z 
wektora plazmidowego jes t  tzw. sekwencyjne poda­
wanie liposomów kationowych i plazmidowego 
DNA. Polega ono na podawaniu DNA do żyły ogono­
wej myszy 2-5 minut po podaniu liposomu kationo­
wego. Taka taktyka podawania zmniejsza poziom cy­
tokin prozapalnych (IL-12, T N F -a ,  IFN-y) w grani­
cach 50-80% w porównaniu z lipopleksami. Spowo­
dowane jest to prawdopodobnie tym, iż w prow adzo­
ny DNA jest w większości wolny lub słabo związany 
z liposomami kationowymi, co znacznie ogranicza 
oddziaływanie DNA z komórkami układu odporno­
ściowego. Poza tym, „nagi” DNA prawdopodobnie 
jes t stosunkowo łatwo internalizowany przez kom ór­
ki śródbłonka płuc. Sekwencyjne podawanie lipo­
pleksów i DNA zwiększa 2-3 krotnie poziom ekspre­
sji transgenu [5]. Wzrost ten związany jes t  z tym, że 
agregaty liposomów ułatwiają oddziaływanie pla­
zmidowego DNA z komórkami śródbłonka przez 
ograniczenie szybkości mikrokrążenia w płucach. 
Podanie liposomu i DNA w odwrotnej kolejności 
wywołuje podobny efekt jak  przy podaniu lipoplek- 
su. Wprowadzenie do krwioobiegu różnych ilości 
bakteryjnego DNA w przypadku lipopleksów znacz­
nie zwiększa ilość produkowanych cytokin. Wraz ze 
wzrostem ilości DNA wzrasta ilość produkowanych 
cytokin. Natomiast w przypadku sekwencyjnego po-

Tabela 3.

dawania ilość znajdujących się w krwioobiegu cyto­
kin prozapalnych nie ulega zmianie. Wysoki poziom 
cytokin, indukowany przez kompleksy liposomów z 
DNA bakteryjnym, nie tylko redukuje poziom eks­
presji wprowadzanych genów, ale także wydłuża 
czas, w którym ponowne podanie kompleksu wyka­
zuje niski poziom transfekcji. Efekt ten jest minima­
lizowany w przypadku sekwencyjnego podawania li­
posomów i plazmidowego DNA [5].

VI. Podsumowanie

Sekwencje CpG obecne w bakteryjnych plazmi­
dach wywołują w organizmie gospodarza stan zapal­
ny. Objawia się on zwiększeniem ilości obecnych we 
krwi cytokin prozapalnych, szczególnie TN F-a , 
IFN-y i IL-12. Stan ten wywołuje efekt toksyczny, 
który objawia się zwiększeniem ilości leukocytów i 
płytek krwi oraz wzrostem ilości enzymów wątrobo­
wych: aminotransferazy alaninowej (ALT) i amino- 
transferazy asparaginianowej (AST).

Wzrost ilości cytokin prozapalnych w surowicy 
krwi wpływa na skuteczność terapii genowej. Cyto­
kiny te znacznie ograniczają wydajność wprow adza­
nia transgenu do komórek docelowych i obniżają po­
ziom białka terapeutycznego. Cytokiny prozapalne 
skracają również czas utrzymywania się transgenu w 
komórkach docelowych.

Chociaż wysoki poziom cytokin prozapalnych 
wywiera niekorzystny wpływ na terapię genową, ak­
tywacja układu odpornościowego przez sekwencje 
CpG może być czynnikiem terapeutycznym (Tab. 3). 
Aktywacja tego układu powoduje zwiększoną wra­

Zalety i wady sekwencji CpG w terapii genowej z użyciem plazmidowego DNA

Zalety Wady

1. Uwrażliwienie układu immunologicznego na 

obce antygeny i eliminowanie komórek z 

modyfikowanym DNA (np. komórek 

nowotworowych)

1. Eliminowanie komórek 

transfekowanych i zahamowanie 

ekspresji białek (brak skutecznego 

leczenia mukowiscydozy metodą 

terapii genowej)

2. Możliwość tworzenia szczepionek przeciwko 

astmie, alergiom, nowotworom

2. Wywołanie efektu toksycznego w 

organizmie —  produkcja cytokin 

prozapalnych, degradacja wątroby, 

leukopenia, trombocytopenia

3. Zmniejszenie wydajności transfekcji 

in vivo

4. Skrócenie czasu utrzymywania się 

transgenu
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żliwość kom órek odpornościowych na antygeny, w 
tym na komórki nowotworowe. W ystępowanie se­
kwencji CpG pochodzenia bakteryjnego aktywuje 
komórki układu immunologicznego, przede wszyst­
kim komórki cytotoksyczne i makrofagi, które m ogą 
eliminować komórki nowotworowe. M otywy CpG 
są również czynnikami stosowanymi w leczeniu aler­
gii czy chorób wywoływanych przez infekcje bakte­
ryjne. Leczenie alergii polega na podawaniu alerge­
nu w celu redukcji zwiększonej odpowiedzi układu 
odpornościowego na alergeny środowiskowe, które 
są odpowiedzialne za te choroby. Natomiast leczenie 
infekcji bakteryjnych czy wirusowych wiąże się ze 
wzrostem produkcji limfocytów pomocniczych T h l ,  
biorących udział w odpowiedzi przeciwinfekcyjnej.

Zastosowanie bakteryjnych wektorów ekspresyj­
nych uniemożliwia leczenie chorób genowych takich 
jak  np. mukowiscydoza, gdzie efektem końcowym 
ma być produkcja białka prawidłowego, a nie w zbu­
dzenie aktywności układu odpornościowego i 
zmniejszenie ekspresji tego białka. Do dostarczania 
genów kodujących prawidłowe białka powinny być 
stosowane geny ze zredukow aną ilością sekwencji 
CpG, bądź też efekt toksyczny powinien być ograni­
czony przez użycie immunosupresantów ha­
mujących układ immunologiczny.

Artykuł otrzymano 18 marca 2004 
Zaakceptowano do druku 20 września 2004
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Wykaz stosowanych skrótów: D M SO (ang. Dimethyl sulfoxi­
de) —  dim etylosulfotlenek; HM W  (ang. High Molecular We­
ight) -  o dużej masie, w ysokocząsteczkow e; LM W  (ang. Low 
Molecular Weight) -  o małej m asie, niskocząsteczkowe; MIC 
(ang. Minimum Inhibitory Concentration) —  najniższe stężenie 
antybiotyku całkowicie ham ujące w zrost bakterii; PBP (ang. Pe­
nicillin Binding Protein) —  białko w iążące penicylinę; UDP

Mgr, Uniwersytet W arszawski, Zakład Fizjologii Bakterii, ul. 
M iecznikowa 1,02-096 W arszawa, tel. 55 41 320, e-mail: liste- 
riajz@ biol.uw.edu.pl

(ang. Uridine Diphosphate) —  difosforan urydyny; UM P (ang. 
Uridine Monophosphate) —  monofosforan urydyny

I. Wstęp

Istnienie białek PBP zostało odkryte na początku 
lat siedemdziesiątych ubiegłego stulecia poprzez po­
traktowanie poszczególnych frakcji białkowych ko­
mórek bakteryjnych znakowaną trytem penicyliną 
benzylową, a następnie autoradiografię białek roz­
dzielonych elektroforetycznie na żelu poliakrylami- 
dowym [1, 2]. Ten pionierski eksperyment ujawnił 
zdolność wiązania penicyliny przez pewne bakteryj­

304 POSTĘPY BIOCHEMII 50(4), 2004http://rcin.org.pl

mailto:riajz@biol.uw.edu.pl


ne białka, co dało podstawy do nazwania ich 
“białkami wiążącymi penicylinę” (ang. penicillin  
binding pro te ins  —  w skrócie PBP). Późniejsze ba­
dania wykazały, że białka PBP są bardzo rozpo­
wszechnione w świecie bakterii i pełnią ważne funk­
cje enzymatyczne, uczestnicząc w syntezie bakteryj­
nej ściany komórkowej (zwanej inaczej mureiną lub 
peptydoglikanem). Aktywność enzymatyczna w 
tych procesach jes t  o tyle istotna, że ściana kom órko­
wa stanowi niejako szkielet zewnętrzny komórki 
bakteryjnej, który powinien być na tyle sztywny, by 
zapewnić komórce ochronę przed szkodliwymi 
czynnikami zewnętrznymi i różnicą ciśnień w zglę­
dem środowiska w ewnętrznego w komórce, a z dru­
giej strony na tyle elastyczny, by umożliwiać proce­
sy wzrostu i podziału bakterii. Białka PBP działają w 
równowadze z enzymami autolitycznymi, które w 
sytuacji zahamowania aktywności syntetaz PBP w 
sposób niekontrolowany zryw ają  wiązania w mure- 
inie, co w efekcie prowadzi do śmierci komórki [3].

Rola białek wiążących penicylinę w naturalnych 
procesach fizjologicznych bakterii nie ogranicza się 
tylko do syntezy m ureiny i nadawania przez to 
kształtu komórce bakteryjnej. Przypuszczalnie enzy­
my te uczestniczą także w sekrecji pewnych białek 
poza błonę cytoplazmatyczną, m. in. flagelliny, 
będącej składnikiem budulcow ym  rzęsek [4].

Budowa białek PBP oraz ich naturalne funkcje fi­
zjologiczne w komórce zostały jak  dotąd poznane 
najlepiej u bakterii E sch eń ch ia  co li, w ykorzystywa­
nej rutynowo do różnego typu badań w dziedzinie 
mikrobiologii molekularnej. Szczególne zaintereso­
wanie w ostatnich latach w zbudza białko PBP5 tego 
gatunku, którego doniosłą rolę w komórce odkryto 
dopiero niedawno.

II. Mureina

II-l. Budowa

Ściana komórkowa bakterii jes t specyficzną 
strukturą niespotykaną u organizmów eukariotycz­
nych. Stanowi ona m akrocząsteczkę (polimer) 
złożony z długich łańcuchów  cukrowych powiąza­
nych ze sobą bocznymi łańcuchami oligopeptydowy- 
mi. Poszczególne łańcuchy cukrowe zbudowane są z 
powtarzających się jednostek  dwucukrowych 
(N-acetyloglukozoaminy i kwasu A-acetylomura- 
minowego) połączonych ze sobą wiązaniem 
P-l,4-glikozydow ym. K rótkie łańcuchy peptydowe 
związane są z resztami kw asu A-acetylomuraminow- 
ego. Ich budowa jes t zróżnicow ana u różnych gatun­
ków bakterii, jednak  ogólny jej schemat obejmuje

następujące aminokwasy (od N-końca): L-A-
la-D-Glu-X-D-Ala- D-Ala (alanina, kwas glutami­
nowy, aminokwas diaminowy, D-alanina, D-alani- 
na) (Ryc. 1). Warto zaznaczyć, że kwas A-acetylom-

GIcNAc MurNAc

CH3— CH— C = 0 1------
NH
I

L-alanina H C— CH,
I

0 = C  
 1------

0  NH
II I

kwas D-glutaminowy C—  CH2—  CH2—  CH
  C00H

NH
k I /COOH
mezo-diaminopimelinowy (CH2)3 CH

0 = c  nh2
 1-------------------------

NH
1

D-alanina HC— CH,
I

0 = C
 1-------------------------

NH
I

D-alanina HC— COOH
I
CH3

Ryc. 1. Budowa disacharydopcntapcptydu mureiny Escheńchia coli

uraminowy oraz aminokwasy w izomerii D wystę­
pują wyłącznie w bakteryjnej ścianie komórkowej. 
Niektóre peptydy z sąsiednich łańcuchów cukro­
wych połączone są ze sobą wiązaniami poprzeczny­
mi, dzięki czemu mureina tworzy rodzaj woreczka 
(łac. saccu lus) obejmującego całą komórkę bakterii. 
U bakterii gramujemnych (w tym też u E. coli) 
wiązania te w ystępują między kwasem mezo-diami- 
nopimelinowym (niewystępującym u organizmów 
eukariotycznych) a D-alaniną w pozycji czwartej 
drugiego oligopeptydu z sąsiedniego łańcucha cu­
krowego [3].

Długość łańcuchów cukrowych jest różna u róż­
nych gatunków bakterii i zależy od warunków wzro­
stu, przy czym w danej komórce bakteryjnej waha się 
od kilku do ponad stu jednostek  dwucukrowych [3].

II-2. Biosynteza

Biosynteza mureiny odbywa się w trzech etapach 
w trzech różnych częściach komórki. Uproszczony 
przebieg tego procesu został opisany poniżej.
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W pierwszej fazie, odbywającej się w cytopla- 
zmie, następuje zsyntetyzowanie prekursora —  
UDP-A-acetylomuramoilopentapeptydu. Prekursor 
ten składa się z kwasu U DP-N -acetylomuraminow e- 
go (powstałego z przekształcenia A-acetyloglukoz- 
oaminy) związanego z pentapeptydem o składzie 
opisanym w II -1 [3].

W drugim etapie, przebiegającym w błonie cyto- 
plazmatycznej, powstały prekursor zostaje 
przyłączony poprzez resztę fosforanową do specy­
ficznego przenośnika lipidowego —  fosforanu unde- 
kaprenylu C 5 5 H 8 9  (syn. baktoprenoł) z jednoczesnym  
uwolnieniem UMP. Ta postać prekursora nosi nazwę 
Lipidu I. Lipid I wiązany jes t  następnie z UDP-A- 
acetyloglukozoaminą, przekształcając się tym sa­
mym w tzw. Lipid II. Po odłączeniu UDP i wytw orze­
niu wiązania P-1,4 powstaje disacharydopentapep- 
tyd nadal związany z baktoprenolem, który ostatecz­
nie zostaje przeniesiony na zew nętrzną stronę błony 
cytoplazmatycznej (Ryc. 1). Podczas tego manewru 
fosforan undekaprenylu odłącza się, będąc gotowym 
do udziału w transporcie kolejnej cząsteczki prekur­
sora [3].

Trzeci etap biosyntezy obejmuje przyłączanie di- 
sacharydopentapeptydów do już  istniejących łańu- 
chów peptydoglikanu. Efektem tego jest wydłużanie 
łańcuchów cukrowych (transglikozylacja), skracanie 
wolnych pentapeptydów (karboksypeptydacja) 
często z równoczesnym tworzeniem peptydowych 
wiązań poprzecznych (transpeptydacja) sieciujących 
i usztywniających strukturę mureiny. Reakcje trans- i 
karboksypeptydacji określa się ogólnie mianem pep- 
tydacji, a okres ich następowania —  okresem “doj­
rzewania” mureiny. Procesy peptydacji, jak  i 
transglikozylacji, katalizowane są przez białka PBP

[3].

III. Charakterystyka białek wiążących 
penicylinę (PBP)

III-I. Ogólna charakterystyka białek PBP

Białka PBP dzieli się tradycyjnie na grupę białek 
(HMW) o masie w zakresie 60-120 kDa oraz białek 
niskocząsteczkowych (LMW ) o masie mieszczącej 
się w przedziale (20-60 kDa) [5, 6 ]. Masę określa się 
wstępnie na podstawie wzoru elektroforetycznego 
białek PBP znakowanych radioaktyw ną [3 H]penicy- 
liną benzylową. Na podstawie oznaczonej masy 
przyporządkowuje się białkom PBP określoną cyfrę, 
numerując białka te w kolejności, począwszy od naj­
cięższego [6 ]. Niekiedy pod postacią jednego prążka 
kryją się dwa lub trzy PBP o zbliżonych masach, k tó­

re rozdziela się w zmienionych warunkach elektrofo­
rezy i oznacza dodatkowo literami, np. PBP la, lb  i 
lc  E. coli [3], U różnych gatunków bakterii białka 
wiążące penicylinę w ystępują w różnej liczbie ro­
dzajów (od 3 do 10) oraz liczbie kopii w komórce (od 
1 0 0 0  do 2 0 0 0 0 ), przy czym większe zróżnicowanie 
ich rodzajów spotyka się wśród bakterii gramujem- 
nych [3]. U daleko spokrewnionych drobnoustrojów 
białka PBP o tych samych przyporządkowanych nu­
merach nie muszą spełniać tych samych funkcji, cho­
ciaż taksonomicznie pokrewne bakterie mają podob­
ny zestaw PBP. Enzymy te, ze względu na swój 
udział w syntezie bakteryjnej ściany komórkowej, 
zlokalizowane są na zewnętrznej powierzchni błony 
cytoplazmatycznej, będąc w niej luźno zakotwiczone 
(np. PBP3 E. coli —  związane poprzez cysteinę z 
N-końca z łańcuchami kwasów tłuszczowych błony) 
lub mocno (np. P B P lb  E. coli, którego N-koniec 
umiejscowiony jest w cytoplazmie) [6 ]. Rozm iesz­
czenie w błonie może nie być równomierne. Stwier­
dzono na przykład, że PBP2 E. coli zlokalizowane 
jes t  preferencyjnie w ścianie wzdłużnej komórki, 
szczególnie w połowie jej długości [7]. Ogólnie 
masa PBP stanowi około 1% całkowitej ilości białek 
błony cytoplazmatycznej [8 ]. Tylko niektóre szcze­
py promieniowców z rodzaju Streptom yces, Actino- 
m adura  i Saccharopolyspora  produkują zewnątrzko- 
mórkowe niskocząsteczkowe PBP (D,D-peptydazy), 
rozpuszczalne w środowisku wodnym [8 ]. A ktyw ­
ność białek PBP jest niezbędna dla wzrostu i po­
działu komórki bakteryjnej, choć rola i znaczenie po­
szczególnych z nich są nierównocenne. Jednoczesna 
inaktywacja w komórkach wysokocząsteczkowych 
PBP okazuje się zawsze letalna w skutkach, nato­
miast inaktywacja białek o niskiej masie nie prow a­
dzi do śmierci komórek, choć przeważnie wywołuje 
różne zmiany w ich morfologii [3]. Efekt tego typu 
doświadczeń związany jes t  z odmiennymi funkcjami 
reprezentowanymi przez białka PBP należące do 
grupy HM W  i LMW. Białka o wysokiej masie od 
strony N-końca zawierają domenę transglikozyla- 
zową, warunkującą procesy wydłużania łańcuchów 
cukrowych oraz domenę transpeptydazow ąod strony 
C-końca, odpowiedzialną za poprzeczne łączenie 
tych łańcuchów za pośrednictwem bocznych pepty- 
dów, odbywające się w późniejszym etapie syntezy 
mureiny [3]. U niektórych gatunków bakterii znane 
są również monofunkcjonalne transglikozylazy, nie- 
zaliczane generalnie do białek PBP zawierające tyl­
ko domenę [9, 10]. W odróżnieniu od białek HMW, 
PBP o niskiej masie nie zawierają domeny transgli- 
kozylazowej, będąc zdolne jedynie do przeprowa­
dzania transpeptydacji lub karboksypeptydacji
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(skracania łańcuchów oligopeptydowych) w zale­
żności od charakteru akceptora uczestniczącego w 
reakcji [6 ]. Na uwagę zasługuje fakt, iż białka PBP 
działa ją  w multikompleksach tworzonych przez roz­
maite enzymy biorące udział w syntezie mureiny —  
hydrolazy i syntetazy, np. w syntezie mureiny septal- 
nej E. co li w ażną rolę obok PBP odgrywają też hy- 
drolityczne amidazy i endopeptydazy [6 , 9]. Tylko 
niektóre białka wiążące penicylinę m ogą do pew ne­
go stopnia zastępować się funkcjonalnie, jednak ich 
w zajem ne współdziałanie, jak  również 
współdziałanie z innymi enzymami nie będącymi 
białkami PBP, jes t bardzo złożone.

III-2. Biochemiczny obraz struktury białek PBP

Budowa białek PBP jes t  ściśle określona przez 
biochemiczny mechanizm ich działania. Każdą gru­
pę PBP (HMW i LMW) dzieli się na kilka klas 
według stopnia podobieństwa sekwencji aminokwa- 
sowej. Białka każdej klasy m ają zbliżoną strukturę 
pierwszorzędową, przy czym podobieństwo tej 
struktury niekoniecznie odzwierciedla te same funk­
cje fizjologiczne (np. sekwencja LM W  PBP klasy A 
Streptom yces sp.K15 zbliżona jes t do P-laktamazy 
klasy A S. aureus) i odwrotnie —  białka struktural­
nie różne mogą spełniać podobne funkcje enzym a­
tyczne [8 ]. We wszystkich dotychczas poznanych se­
kwencjach tych białek występują pewne wspólne 
motywy, np. w domenach transpeptydazowych 
SXXK (Ser-AA-AA-Lys), KTG (Lys/His-Tre-Gly), 
SXA (Ser/Tyr-AA-Asp) lub SXN (Ser-AA-Asn) [11,
12], a w domenach transglikozylazowych HM W PBP 
obecne są charakterystyczne konserwowane am ino­
kwasy: Glu, Asp w konserwowanym motywie 1, Glu 
w motywie 3 (wszystkie zawierające dodatkowe 
reszty karboksylowe ważne w reakcji transglikozyla- 
cji) oraz Tyr w motywie 4 [10] . Sekwencje te (lub 
pojedyncze aminokwasy), znajdując się blisko siebie 
w wyniku zaginania się łańcucha polipeptydowego, 
uczestniczą w tworzeniu centrum aktywnego enzy­
mu [8 ]. Seryna obecna w sekwencji SXXK jest istot­
nym aminokwasem w centrum aktywnym domeny 
peptydazowej PBP, uczestniczącym w wiązaniu gru­
py acylowej po rozbiciu wiązania peptydowego 
D-Ala-D-Ala, a tym samym wytworzeniu tymczaso­
wego niestabilnego kompleksu enzym-substrat 
(PBP-tetrapeptyd) [6 ]. W wysokocząsteczkowych 
białkach PBP domena wiązania penicyliny rozpoczy­
na się od 60 reszt aminokwasow ych od tej seryny w 
stronę N-końca białka i kończy około 60 reszt am ino­
kwasowych powyżej triady KTG [6 ], W budowie 
przestrzennej D,D-peptydaz o zbadanej strukturze

drugo- i trzeciorzędowej można wyróżnić dwie czę­
ści: pierwszą, składającą się tylko z a-helis,  oraz 
drugą, złożoną z a -he l is  i struktur P-harmonij- 
kowych, przy czym pięć łańcuchów p-harmonijko- 
wych o podobnej długości położonych jest obok sie­
bie i są one zasłonięte a-helisam i. Centrum aktywne, 
zawierające serynę, znajduje się w szczelinie um iej­
scowionej pomiędzy wymienionymi częściami 
cząsteczki enzymu na am inowym  końcu jednej z 
a-helis. Lizyna w sekwencji SXXK mieści się na ko­
ńcu następnego skrętu a-helisy , a jej łańcuch boczny 
jest ukierunkowany na centrum aktywne [ 8 ]. Na 
przykładzie D,D-karboksypeptydazy Streptom yces 
sp.R61 stwierdzono, że karboksylowy łańcuch bocz­
ny Asp znajduje się w odległości 0,8 nm od atomu 
tlenu grupy hydroksylowej seryny, natomiast se­
kwencja KTG jest częścią ostatniego łańcucha P-ha- 
rmonijkowej struktury enzymu i graniczy z zagłębie­
niem katalitycznym. Łańcuch boczny histydyny jest 
nakierowany na zagłębienie katalityczne, a łańcuch 
boczny treoniny na zewnątrz centrum aktywnego. 
Zastąpienie glicyny w opisanej sekwencji KTG 
przez inny aminokwas powoduje wydłużenie łańcu­
cha bocznego, który zasłania dostęp do zagłębienia 
katalitycznego i wywołuje zmianę specyficzności 
enzymu [8 ]. Szczegółowy biochemiczny model 
działania białek PBP został przedstawiony poniżej 
na przykładzie HM W  P B P lb  E. coli funkcjo­
nującego jako transglikozylaza i D,D-transpeptyda- 
za oraz LMW PBP5 E. coli funkcjonującego jako 
D,D-karboksypeptydaza.

III-3. Ogólny mechanizm transglikozylacji z 
udziałem HMW  PBP

Mechanizm transglikozylacji zostanie tutaj opisa­
ny na przykładzie dość dobrze poznanej reakcji pro­
wadzonej przez P B P lb  E. coli. P B P lb  działa w mul- 
tikompleksie (diwisomie) obejmującym także enzy­
my hydrolityczne [13]. Białko to katalizuje połącze­
nie jednostek A-acetyloglukozamylo-P-l,4-A-ace- 
tylom uram ylo-L-Ala-y-D -Glu-L(w ^o)-D A P(L)-D- 
Ala-D-Ala-disacharydopentapeptydu w polimerycz- 
ne łańcuchy. Na wstępie reakcji przedstawiona po­
wyżej jednostka budulcowa związana jest poprzez 
atom węgla Ci kwasu A-acetylomuraminowego z un- 
dekaprenylem wiązaniem fosfodiestrowym i łącznie 
nosi nazwę lipidu II. Podczas transglikozylacji na­
stępuje wytworzenie wiązania P-l ,4-glikozydowego 
pomiędzy węglem Ci kwasu A-acetylomura- 
minowego prekursora a węglem C 4 TZ-acetylogluko- 
zoaminy obecnej już  w łańcuchu cukrowym, z jed n o ­
czesnym rozerwaniem wiązania fosfoestrowego i
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uwolnieniem lipidowego przenośnika (Ryc. 2). 
Według tak opisanej reakcji elongacja łańcuchów 
cukrowych odbywa się od strony ich końca nieredu- 
kującego [10]. Niekiedy (np. u B acillus lichenofor- 
mis) następuje presynteza mniejszych odcinków 
peptydoglikanu poprzez połączenie ze sobą kilku 
jednostek prekursorowych, które następnie jako 
całość włączane są do sakulusa [10]. Aktywność 
białka P B P lb  wzrasta w obecności kationów metali
M g2+, Caz+, M nz+, Coz+, N iz+, które są katalizatorami.2+ .2+ . 2+ 2+

III-3.1. Szczegółowy mechanizm biochemiczny 
transglikozylacji

Białko P B P lb  E. co li, które występuje w trzech 
formach (alfa, beta i gamma), zawiera domenę 
transglikozylazową o strukturze pierwszorzędowej 
charakterystycznej dla PBP klasy A, zawierającej 
pięć konserwowanych motywów: motyw I, w obrę­
bie którego mieści się Glu-233 oraz Asp-234, motyw 
III, w którym znajduje się Glu-290 i motyw IV za­
wierający Tyr-310 [15]. Odcinkiem wysoko konser-

UDP-M-pep

peryplazma

błona
cytoplazmatyczna

UMP M-pep UDP-G M-pep

lipid I lipid II

Ryc. 2. Schemat elongacji łańcucha cukrowego podczas syntezy peptydoglikanu; G — N-acetylo-glukozoamina; M — kwas N-acetylo-muraminowy; 
P — fosforan undekaprenylu; P-P — difosforan undekaprenylu; pep — pentapeptyd; 1 — reakcja transglikozylacji od końca redukującego 
łańcucha cukrowego; 2 — reakcja transglikozylacji od końca nieredukującego łańcucha cukrowego (opis w tekście).

reakcji transglikozylacji, a także DMSO, który praw ­
dopodobnie zwiększa rozpuszczalność lipidu II w 
środowisku wodnym [13]. Hamująco wpływ ają na 
aktywność P B P lb  flawomycyny (np. moenomycy- 
na), będące lipopolisacharydowymi analogami 
strukturalnymi lipidu II, a także wankomycyna —  
antybiotyk glikopeptydowy, który dezaktywuje do­
menę transglikozylazową i transpeptydazową enzy­
mu, działając jako sztuczny receptor D-Ala-D-Ala li­
pidu II [13]. Doświadczenia z użyciem moenomycy- 
ny wykazały, że zahamowanie procesu transglikozy­
lacji prowadzonej przez białko P B P lb  wpływa na za­
hamowanie transpeptydacji prowadzonej przez to 
białko, przy czym inaktywacja domeny transpepty- 
dazy przez penicylinę nie wpływa na aktywność do­
meny transglikozylazy [3]. Zjawisko to dotyczy ta ­
kże bifunkcjonalnych HM W  PBP innych gatunków 
bakterii [6 , 14]. Wynika z tego, że transglikozylacja 
jest warunkiem zajścia późniejszej transpeptydacji i 
chociaż domeny transpeptydazy i transglikozylazy 
znajdują się w różnych częściach białka, są  
powiązane funkcjonalnie.

wowanym jest również odcinek łączący moduł 
transglikozylazy z modułem transpeptydazy. Białko 
P B P lb  zawiera także hydrofobowy fragment trans- 
membranowy, przyłączony do N-końca domeny 
transglikozylazy, który zakotwicza w błonie cytopla- 
zmatycznej fałdujący się na zewnątrz od niej poli- 
peptydowy łańcuch białka [10], Najważniejszym 
aminokwasem PBP 1 b, b iorącym udział w reakcji ka­
talitycznej, jest Glu-233 obecny w centrum aktyw­
nym, którego grupa karboksylowa jest donorem pro­
tonu dla atomu tlenu z wiązania fosfoestrowego mię­
dzy jednostką budulcową a undekaprenylem. Prze­
niesienie protonu prowadzi do utworzenia kationu 
oksykarbonowego z udziałem węgla Ci kwasu 
A-acetylomuraminowego (łączącego lipid II z enzy­
mem w kowalencyjny kompleks), który następnie 
zostaje poddany nukleofilowemu atakowi akceptoro­
wej grupy 4-OH A-acetyloglukozoaminy. Reakcja ta 
wymusza inwersję konfiguracji węgla Ci z konfigu­
racji a  na etapie prekursora do konfiguracji p na eta­
pie glikozylowanego nukleofilowego akceptora, w 
wyniku czego powstaje wiązanie p-l,4-glikozyd-
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owe. Przypuszcza się, że Asp-234 lub Glu-290 są od­
powiedzialne za aktywację nukleofilowej grupy
4-OH A-acetyloglukozoaminy i jej deprotonację (co 
jes t niezbędne do utworzenia wiązania), stabilizując 
jednocześnie kation oksykarbeniowy. Rolę stabiliza­
cyjną pełnią  także kationy metali (np. M g2+) poprzez 
interakcje jonow e z ujemnie naładowanym atomem 
tlenu w odłączającej się później grupie difosforano- 
wej undekaprenylu. Tyr-310 jes t  natomiast ważnym 
aminokwasem warunkującym fałdowanie się pierw - 
szorzędowej struktury białka P B P lb  [10].

III-4. Ogólny mechanizm D,D-peptydacji z 
udziałem LMW  PBP

Podczas reakcji peptydacji ma miejsce redukcja 
łańcucha pentapeptydowego do tetrapeptydowego 
poprzez rozcięcie wiązania D-Ala-D-Ala, przy czym 
produkt tych reakcji zależy od charakteru akceptora. 
W przypadku karboksypeptydacji, kiedy akceptorem 
jes t  woda, redukcja pentapeptydu jes t  jedynym  efek­
tem zaszłej reakcji, natomiast podczas transpeptyda- 
cji —  dzięki odpowiednim właściwościom katali­
tycznym enzymów transpeptydazowych —  wolna 
grupa karbonylowa D-Ala w pozycji 4 nowopow ­
stałego tetrapeptydu przenoszona jest na akceptor 
będący wolną grupą am inową diaminowego am ino­
kwasu w sąsiednim niezredukowanym pentapepty- 
dzie (u E. coli tym diaminowym aminokwasem jest 
kwas diaminopimelinowy) [3] (Ryc. 3). W ten spo-

tylko poprzez aktywność samych transpeptydaz, ale 
również karboksypeptydaz, które przeprowadzają 
reakcje redukcji wolnych pentapeptydów (również w 
starszych warstwach ściany komórkowej), co unie­
możliwia wykorzystanie ich jako substratów przez 
transpeptydazy. Warto dodać, że stopień usieciowa- 
nia mureiny (czyli procent powiązanych ze sobą 
łańcuchów oligopeptydowych) jes t większy u bakte­
rii gramdodatnich niż u gramujemnych (przykłado­
wo u Staphylococcus aureus wynosi on prawie 
100%, u E. coli około 24%) [3].

III-4.1. Szczegółowy mechanizm biochemiczny 
D,D-peptydacji

Szczegółowy schemat D,D-peptydacji zostanie 
opisany tutaj na przykładzie reakcji prowadzonej 
przez PBP5 E. coli. Kluczowymi aminokwasami 
uczestniczącymi w reakcjach enzymatycznych 
białka PBP5 E. coli są obecne w centrum aktywnym 
Ser-44 i Lys-47 należące do motywu SXXK oraz 
Lys-213 znajdująca się w bezpośrednim sąsiedztwie 
centrum aktywnego [5]. Działanie białka PBP5 (po­
dobnie jak  innych D,D-peptydaz) polega na przenie­
sieniu elektrofilowej grupy R-CO- z hydrolizowane- 
go wiązania peptydowego D-Ala-D-Ala cząsteczki 
prekursora na serynę w pozycji 44 (acylowanie gru­
py -OH seryny), a następnie na akceptor, którym dla 
PBP5 jako D,D-karboksypeptydazy jest cząsteczka 
H 20  [5, 8 ]. D ,D-transpeptydazy przenoszą grupę 
karbonylow ąR -C O - na aminoakceptor N H 2-R [3, 8 ],

Ryc. 3. Reakcje katalizowane przez D,D-peptydazy w zależności od charakteru czynnika nukleofilowego.

sób reakcje transpeptydacji prowadzą do usztywnie­
nia struktury mureiny, która staje się mocnym szkie­
letem zewnętrznym komórki bakteryjnej, chroniącej 
j ą  przed rozerwaniem pod wpływem wysokiego ciś­
nienia wewnątrzkomórkowego (3-6 Atm) [3]. Proces 
sieciowania mureiny jes t ściśle regulowany —  nie

Schemat ogólnej reakcji D, D-peptydacji przedsta­
wia równanie [8 ]:

E + D ED — E D+ — E + P,
+ HY 
- D-Ala
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I. Schemat reakcji katalitycznej prowadzonej 
przez białka PBP: E —  enzym; D —  substrat, donor 
grupy karbonylowe; HY —  substrat, akceptor nu- 
kleofilowy (H 20  lub N H 2 -R); ED —  kompleks Mi- 
chaelisa; ED^—  wiązanie estrowe seryny (acylowa- 
na seryna centrum aktywnego enzymu); P —  produkt 
reakcji ( R -D-Ala-Y); K —  stała dysocjacji; k 2i k 3 —  
stałe szybkości reakcji

Powyższa reakcja przebiega trójstopniowo.
Pierwszy etap (K) polega na wstępnym  rozpozna­

niu donora karbonylowego oraz w łaściw ym  ustaw ie­
niu rozszczepianego wiązania peptydowego D-Ala- 
D-Ala donora względem katalitycznie aktywnych 
grup funkcyjnych enzymu. U wszystkich D,D-pepty- 
daz następuje dopasowanie co najmniej trzech 
miejsc wiążących enzymu. Dwa z nich oddziałują z 
grupami metylowymi donora, natomiast trzecie 
miejsce katalityczne oddziałuje z łańcuchem bocz­
nym lizyny substratu pentapeptydowego. Dodatko­
wo Lys-47 bierze udział w tworzeniu kom pleksu Mi- 
chaelisa poprzez interakcje z C -końcow ą grupą kar­
boksylową substratu [8 ].

Drugi etap reakcji (k2) polega na polaryzacji gru­
py karbonylowej substratu (R-CO-) i przeniesieniu 
protonu z atomu tlenu w pozycji y Ser-44 w centrum 
aktywnym enzymu na atom węgla rozszczepianego 
wiązania peptydowego substratu. Polaryzacja grupy 
karbonylowej substratu oraz uzyskanie silnie nu- 
kleofilowego charakteru Ser-44 następuje poprzez 
oddziaływanie układu przeniesienia ładunku. Układ 
ten powstaje przy udziale oddziaływań van der Waal- 
sa, hydrofobowych, i wiązań wodorow ych grupy hy­
droksylowej -OH Ser-44 oraz Lys-47, także dodatnio 
naładowanych końców dwóch a-helis ,  tworzących 
dipole [8 ]. Dużą rolę na tym etapie odgrywa też 
Lys-213, która — jako dodatnio naładow any am ino­
kwas diaminowy —  oddziałuje z term inalną grupą 
karboksylową pentapeptydu [5]. W wyniku w szyst­
kich tych oddziaływań dokonuje się acylowanie 
Ser-44 w białku PBP5 i uformowanie pierwszego 
produktu przejściowego enzym-substrat, czemu to­
warzyszy jednoczesne odłączenie od pentapeptydu 
końcowej alaniny [8 ],

W trzecim etapie reakcji (k3) następuje deacylacja 
enzymu. Układ przeniesienia odciąga proton z 
cząsteczki akceptora (główną rolę odgrywa tu od­
działywanie Lys-47), którym dla PBP5 jes t  cząstecz­
ka wody (w przypadku D ,D-transpeptydaz —  grupa 
N H 2-R z  sąsiedniego łańcucha peptydowego). Po­
wstały w ten sposób anion atakuje karbonylowy 
atom węgla w wiązaniu acylowym łączącym substrat 
z Ser-44 enzymu, w wyniku czego dochodzi do u tw o­
rzenia drugiego produktu przejściowego [5, 8 ]. W

ostatniej fazie odbywa się przekazanie przez Lys-47 
protonu z tego produktu z powrotem na atom tlenu y 
Ser-44, a skutkiem tego jes t uwolnienie D,D-karbok- 
sypeptydazy PBP5 gotowej do następnej reakcji ka­
talitycznej oraz wolnego tetrapeptydu (w przypadku 
D,D-transpeptydacji produktem reakcji jest utwo­
rzone międzypeptydowe wiązanie poprzeczne w mu- 
reinie) [3], Warto zaznaczyć, że w reakcje D,D-pep- 
tydacji prowadzone z udziałem innych białek PBP 
mogą być zaangażowane inne aminokwasy sąsia­
dujące z centrum aktywnym, jednak  zawsze pryncy­
pialną rolę odgrywają reszty seryny i lizyny obecne 
w konserwowanym motywie SXXK.

III-5. Zależność aktywności białek PBP od ich 
budowy i lokalizacji w błonie cytoplazma- 
tycznej na przykładzie LMW  białka PBP5 
E. coli

D,D-karboksypeptydaza PBP5 E. coli złożona jes t 
z dwóch części połączonych ze sobą pod kątem pro ­
stym, tworząc kształt odwróconej litery “L” (Ryc.4).

peptydoglikan

Ryc. 4. Struktura białka PBP5 E. coli. Strzałką oznaczono lokalizację 
centrum aktywnego w domenie globularncj enzymu, natomiast 
linią falistą u dołu 18-aminokwasowy C-końcowy odcinek 
białka połączony z jego częścią trzonową. Górne linie symboli­
zują pojedynczy mureinowy łańcuch cukrowy z odchodzącymi 
w różnych orientacjach oligopeptydami.

Domena globularna, stanowiąca niejako “głow ę” 
tego kompleksu, jest bogata w motywy konserw owa­
ne obecne także w PB P 6 , DacD i (3-laktamazach k la­
sy A E. coli oraz mieści po swej zewnętrznej stronie 
centrum aktywne. Domena “ trzonowa” —  prosto­
padła do niej —  zbudowana jes t prawie wyłącznie z 
elementów P-harmonijkowych i pełni funkcję jak  
dotąd niewyjaśnioną, przy czym jej sekwencja nie 
jest tak silnie konserwowana jak  w domenie p ierw ­
szej. Domena ta powiązana jest z b łoną cytoplazma- 
tyczną poprzez 18-aminokwasową amfipatyczną he­
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lisę od strony C-końca białka [16, 17]. Z lokalizowa­
ne w ten sposób białko PBP5 hydrolizuje tylko 
wiązania D-Ala-D-Ala pentapeptydów skierow a­
nych do błony cytoplazmatycznej, natomiast pozo­
stałe peptydy z łańcuchów bocznych, znajdujące się 
w innych płaszczyznach, są niedostępne dla tego en ­
zymu. Stanowi to ważny mechanizm regulacji ak­
tywności białka PBP5, co potwierdzają doświadcze­
nia polegające na odcięciu od niego fragmentu ko­
twiczącego w błonie cytoplazmatycznej —  zm odyfi­
kowany w ten sposób enzym, dyfundujący swobod­
nie do peryplazmy, intensywnie hydrolizuje w iąza­
nia peptydowe w mureinie, do których ma nieograni­
czony dostęp, doprowadzając tym samym do osłabie­
nia ściany komórkowej i lizy komórki [16]. Przy­
puszcza się również, że domena „trzonowa” wraz z 
odcinkiem zakotwiczającym PBP5 może regulować 
jego aktywność enzymatyczną poprzez bliżej n ie­
znane interakcje z innymi białkami, uczestniczącymi 
w syntezie mureiny. Określone punktowe mutacje na 
tym odcinku, dotyczące zwłaszcza aminokwasów 
najbardziej konserwowanych wśród analogicznych 
odcinków spokrewnionych białek (głównie Lys-4 i 
Asp-7), wywołują zanik aktywności D,D-karboksy- 
peptydazowej PBP5. Ma to prawdopodobnie 
związek ze zm ianą typu interakcji biochemicznych, 
zwłaszcza w przekształconym układzie reszt am ino­
wych. Zmiana tych oddziaływań wpływa znacząco 
na giętkość i swobodę ruchów białka PBP5 w ym aga­
nych do jego aktywności katalitycznej [17].

Przykład omawianego enzymu wskazuje na 
działanie białek PBP w wielobiałkowych kom plek­
sach, przypuszczalnie przez oddziaływanie ich do­
men trzonowych i krótkich odcinków osadzonych w 
błonie cytoplazmatycznej z innymi obszarami tej 
błony a także z innymi enzymami uczestniczącymi w 
syntezie peptydoglikanu. Co więcej, różnorodność 
funkcji fizjologicznych pewnych spokrewnionych 
enzymów o takich samych właściwościach katali­
tycznych (np. PBP4, 5, 6  i DacD E. coli) m ogą czę­
ściowo wynikać z subtelnych różnic sekwencji tych 
właśnie fragmentów łańcuchów białkowych (hybry­
dowe białko PBP 6  z wymienionym odcinkiem C-ter- 
minalnym, pochodzącym od PBP5 nie przejawia ak­
tywności D,D-karboksypeptydazowej) [17]. Inna 
koncepcja dotycząca modelu działania D,D-karbo- 
ksypeptydaz zakłada, iż ich domeny “ trzonowe” , za­
kotwiczające je  w błonie cytoplazmatycznej, nie są 
bezpośrednio odpowiedzialne za odmienne funkcjo­
nowanie tych białek mimo ewidentnych różnic w ich 
sekwencji aminokwasowej. Enzymy te są aktywne w 
tych samych wielobiałkowych kompleksach, w 
związku z czym regulacja ich działania polega na

wzajemnym konkurowaniu ze sobą o miejsce w obrę­
bie tych kompleksów, co stanowi mechanizm regula­
cji ich aktywności [17].

IV. Funkcje fizjologiczne białek PBP

IV-1. Rola białek PBP w syntezie mureiny i 
określaniu kształtu komórek E. coli

E. coli syntetyzuje 10 rodzajów białek PBP. N a ­
leżą do nich zarówno białka wysokocząsteczkowe 
(PBP la ,  - lb ,  - lc ,  -2, -3) jak  i niskocząsteczkowe 
(PBP4, -5, - 6 , -7, DacD), przy czym do tych ostatnich 
często zalicza się także białka AmpC i AmpH o ak­
tywności p-laktamazowej [16]. Rola białek o dużej 
masie (HMW) jes t w znacznym stopniu poznana: 
P B P la  i lb  działają jednocześnie jako transpeptyda- 
zy i transglikozylazy, odpowiadając za wydłużanie 
łańcuchów cukrowych mureiny oraz ich łączenie po­
przeczne przez oligopeptydy, P B P lc  —  niedawno 
odkryte —  działa jedynie jako  transglikozylaza, na ­
tomiast białka PBP2 i 3 wykazują aktywność trans- 
peptydazową [9]. W celu ustalenia funkcji fizjolo­
gicznych tych białek w warunkach in vivo, przepro­
wadzono liczne eksperymenty dotyczące szczepów 
dzikich E. coli z udziałem antybiotyków [3-laktam- 
owych, a także zbadano efekt fenotypowy mutacji 
genów kodujących poszczególne białka PBP, w pro­
wadzanych do genomu E. coli w różnych kom bina­
cjach (konstrukcja mutantów wielokrotnych). Na tej 
podstawie udowodniono, że enzymatyczna aktyw­
ność P B P la  i lb  jes t niezbędna do wzrostu komórek 
E. coli, ponieważ jednoczesna mutagenizacja genów 
kodujących te białka wywołuje efekt letalny, nato­
miast zahamowanie aktywności tych białek poprzez 
wybiórczo wiążące się z nimi antybiotyki [3-laktam- 
owe, jak  cefsulodyna, cefalorydyna lub imipenem, 
powoduje szybką lizę komórek w hodowlach [3]. 
Mutanty pojedyncze pozbawione jedynie funkcjo­
nalnego białka P B P la  są żywotne, choć rosną na 
podłożu stałym w postaci mukoidalnej, wytwarzając 
grubą śluzowatą otoczkę, której głównym składni­
kiem jest kwas kolaninowy. Przyczyna i mechanizm 
wydzielania tego typu otoczki przez szczepy 
A PB Pla  nie sąpoznane, jednak  —  co istotne —  efek­
tu tego nie zaobserwowano u mutantów pozbawio­
nych P B P lb  [4]. Bakterie E. coli nadprodukujące 
P B P la  rosną w postaci bardzo krótkich pałeczek, 
dużo krótszych od komórek nadprodukujących 
P B P lb  [9]. Obserwacje te w skazują na to, iż białka 
P B P la  i - lb  pełnią w komórkach E. coli odmienne 
funkcje fizjologiczne, mimo że obydwa te enzymy o 
właściwościach tranglikozylaz i transpeptydaz
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uczestniczą w procesach syntezy mureiny cylin­
drycznej części komórki oraz jej sieciowania. H ipo­
tezę tę potwierdza analiza sekwencji aminokwaso- 
wej tych białek, która nie wykazuje wysokiego stop­
nia ich pokrewieństwa [9]. Szczegółowe badania 
biochemiczne dowiodły, że P B P la  oraz - lb  w ystę­
pują w formach homodimerycznych, co jes t  n iezbęd­
ne w procesie prawidłowej syntezy mureiny i p raw ­
dopodobnie ma związek z b ifunkcjonalnością tych 
białek. Białka te nie tw orzą jednak  wspólnego hete- 
rodimeru i co więcej, obydwa współdziała ją  z od­
miennymi enzymami hydrolitycznymi i syntety­
zującymi (zwłaszcza podczas transglikozylacji), na­
leżąc do różnych, lecz najważniejszych kompleksów 
wielobiałkowych, uczestniczących w skom plikow a­
nej syntezie mureiny [9].

Selektywne zablokowanie aktywności PBP2 w 
rosnących komórkach E. coli przez mecylinam po­
woduje zmianę kształtu komórek (z pałeczek w for­
my kuliste) i w konsekwencji ich autolizę, co w ska­
zuje na udział białka PBP2 w syntezie mureiny 
tworzącej cylindryczną część komórek E. coli oraz w 
inicjacji biosyntezy ściany komórkowej w nowych 
miejscach. Innego rodzaju zjawisko występuje w 
przypadku wybiórczej acylacji białka PBP3 przez 
penicylinę lub furozlacylinę, czego efektem jes t  po­
wstanie równych i regularnych filamentów kom ór­
kowych, a następnie ich liza [3, 6 ]. Tego typu defor­
macje morfologiczne św iadczą o uczestnictwie 
PBP3 w formowaniu przegrody poprzecznej podczas 
podziału komórek, stanowiącej później bieguny no­
wopowstałych komórek. Białko PBP3 (zwane ina­
czej FtsI) jest głównym białkiem przyłączającym się 
do polimerycznego pierścienia zbudowanego z 
białka FtsZ, inicjującego podział komórkowy. PBP3, 
aktywowane poprzez to przyłączenie, uk ierunkow u­
je  syntezę peptydoglikanu, doprowadzając do po­
wstania septy pośrodku komórki [18]. Jak zatem w i­
dać, obydwie wymienione powyżej funkcje fizjolo­
giczne białek PBP są na tyle istotne, że zmiany m or­
fologiczne spowodowane zaham owaniem  aktyw no­
ści tych enzymów prowadzą do śmierci komórek. 
Jednoczesne potraktowanie żywych komórek E. coli 
szczepów dzikich mecylinamem i aztreonamem (an­
tybiotykami wybiórczo wiążącymi się odpowiednio 
z PBP2 i PBP3) wywołuje gw ałtow ną lizę tych ko­
mórek [4]. Interesujące w tym świetle są wyniki naj­
nowszych badań przeprowadzonych z udziałem m u­
tantów pozbawionych poszczególnych białek PBP, 
poddanych jednoczesnem u działaniu wyżej w ym ie­
nionych antybiotyków. Według tych badań komórki 
wielokrotnych mutantów delecyjnych zawierających 
aktywne białko P B P lb  przestają się dzielić w obec­

ności mecylinamu i aztreonamu, lecz nie lizują, a 
jednocześnie powiększają swe rozmiary, tworząc ol­
brzymie formy sferyczne o średnicy 5 - 1 0  firn. Ob­
serwacje te potwierdzają słuszność wcześniejszych 
stwierdzeń dotyczących znaczenia fizjologicznych 
funkcji białek PBP2 i PBP3 E. coli [4].

W odróżnieniu od w ysokocząsteczkowych białek 
PBP rola białek wiążących penicylinę o niskiej masie 
w komórkach E. coli pozostaje nadal w dużej mierze 
niewyjaśniona. Pod względem aktywności bioche­
micznej można wyróżnić wśród białek PBP LMW 
E. coli cztery klasy enzymów: D ,D-karboksypepty- 
dazy (PBP5, 6 , DacD), D ,D-endopeptydazy (PBP7),
D,D-karboksypeptydazy pełniące jednocześnie 
funkcję D,D-endopeptydaz (PBP4) oraz P-laktamazy 
(AmpC, AmpH) [16,21]. Na uwagę zasługuje fakt, iż 
wiele enzymów spośród tych białek —  PBP4, 5, 6 , 7 
—  wykazujące aktywność endopeptydazow ą lub kar- 
boksypeptydazową, należą jednocześnie  do grupy 
enzymów hydrolitycznych, które, rozcinając odpo­
wiednie wiązania kowalencyjne w strukturze mure­
iny, umożliwiają insercję nowych jednostek  budul­
cowych i uwalnianie starszych, regulując tym sa­
mym wzrost komórki oraz jej podział. Białko PBP4 
jako endopeptydaza hydrolizująca w iązania po­
przeczne między bocznymi łańcuchami peptydowy- 
mi, jes t  jednocześnie enzymem o właściw ościach au- 
tolitycznych, tzn. w określonych w arunkach streso­
wych (np. w obecności antybiotyków (3-laktamo- 
wych lub detergentów), w wyniku nadmiernej ak­
tywności wywołanej zaburzeniem m echanizmów 
kontroli, może ona zaindukować sam obójczą  lizę ko­
mórki [19]. Bezpośrednie w yw oływ anie autolizy
E. coli przez rozregulowaną aktywność PBP4 jest 
jednak  rzadkie, na co wpływa lokalizacja tego białka 
(po zewnętrznej stronie błony cytoplazmatycznej, a 
więc z dala od miejsc docelowego działania w mure- 
inie) oraz ścisła regulacja jego aktywności, której 
apogeum przypada na czas tuż przed podziałem ko­
mórki, słabnąc w końcu fazy logarytmicznej hodowli 
bakteryjnej. Mimo wcześniejszych przypuszczeń, 
zmiany w aktywności PBP4 nie m ają  bezpośrednie­
go związku z replikacjąD N A  —  procesy te są regulo­
wane równolegle, lecz niezależnie od siebie [19].

Na temat drugiego białka PBP E. co li pełniącego 
funkcję endopeptydazy (PBP7) warto wspomnieć w 
tym miejscu jedynie tyle, iż jest ono niezbędne do 
syntezy mureiny opornej na autolizę w yw oływ aną 
antybiotykami p-laktamowymi, charakterystycznej 
dla komórek nierosnących. Enzym ten umożliwia 
syntezę mureiny, nawet w niesprzyjających w arun­
kach środowiskowych Białko PBP7 inaktyw ują wy­
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biorczo penem y i karbapenemy (antybiotyki p-lakta- 
mowe nowej generacji) [19].

Badania mające na celu bliższe poznanie fizjolo­
gicznych funkcji niskocząsteczkowych białek PBP 
E. coli um ożliwiła konstrukcja mutantów E. coli po­
zbawionych poszczególnych białek PBP w różnych 
kombinacjach. Tego typu postępowanie okazało się 
konieczne ze względu na fakt, iż pewne białka PBP 
LMW w ykazują  tę sam ą aktywność enzymatyczną, a 
zatem efekt pojedynczego mutowania genów ko­
dujących poszczególne białka mógłby nie wyrażać 
się fenotypowo w sposób widoczny. Przeprowadzo­
ne do tej pory badania wskazują, ze spośród białek 
n iskocząsteczkow ych E. coli najważniejszym 
białkiem determ inującym  kształt komórek jest PBP5 
[16, 17]. Białko to, najliczniejsze spośród LM W  PBP 
E. coli (ok. 1800 kopii cząsteczek w komórce), jest 
g łówną D ,D -karboksypeptydazą i w głównej mierze 
decyduje o wym iarach komórek (szczególnie średni­
cy), jednolitości ich powierzchni i ogólnej topologii 
woreczka m ureinowego [17, 20]. Inaktywacja białka 
PBP5 nie wywołuje efektu letalnego, jednak  w szel­
kie zmiany dotyczące ilości jego  cząsteczek w ko­
mórkach w yraźnie wyrażają się fenotypowo poprzez 
aberracje w morfologii tych komórek. Mutanty 
APBP5, w których PBP5 zostało zinaktywowane 
jako jedyne białko PBP, przejawiały nieznaczne de­
formacje kształtu komórek związane jedynie ze 
zwiększeniem ich długości ponad 1 , 2  pm, jednak 
morfologia pozostałych skonstruowanych szczepów, 
w których oprócz PBP5 zinaktywowano także nie­
które inne LM W  PBP, uległa zdecydowanym zm ia­
nom [16, 17, 20]. Najsilniejsze defekty wykazują 
mutanty pozbawione jednocześnie funkcjonalnego 
białka PBP5 i PB P 6  (lub PBP5 i DacD) oraz jednej z 
dwóch endopeptydaz (PBP4 lub PBBP7) [16]. Istot­
ny jes t  również fakt, iż silne aberracje morfologiczne 
wykazują m utanty pozbawione wszystkich białek 
PBP LM W  (komórki o niepowtarzalnym, nieregular­
nym kształcie prezentujące liczne wybrzuszenia i 
rozgałęzienia) i jedynie rewersja mutacji inakty- 
wującej białko PBP5 przywraca komórkom w pełni 
ich naturalną długość, średnicę i linię konturu [16, 
20]. Obserwacje te wskazują na to, iż żadne z ni­
skocząsteczkowych białek PBP E. coli nie pełni 
funkcji zastępczej wobec PBP5, choć białka PBP 6  i 
DacD, jako  enzymy najbliżej spokrewnione z PBP5, 
m ogą w niedużym stopniu łagodzić efekt delecji 
genu kodującego PBP5 i —  przeciwnie —  ich jed n o ­
czesna delecja potęguje defekty w morfologii kom ó­
rek [17, 20]. Obserwacje ściany komórkowej poje­
dynczych mutantów APBP5 i APBP 6  pod m ikrosko­
pem elektronowym TEM  wskazują na zróżnicowany

udział PBP5 i PBP 6  w syntezie mureiny (szczepy 
APBP5 mają cienką i rozluźnioną warstwę peptydo­
glikanu) [20]. Warto podkreślić, że również nadpro­
dukcja białka PBP5 wpływa na kształt komórek bak­
teryjnych, który staje się w tych warunkach sferycz­
ny. M a to związek z nadmiernym usieciowaniem i 
skróceniem łańcuchów cukrowych w mureinie. Zja­
wisko to, w połączeniu z faktem wydłużania się ko­
mórek w warunkach braku aktywności PBP5, po­
zwala wykluczyć udział tego białka w syntezie m ure­
iny elongacyjnej komórek. Co ciekawe, nadproduk­
cja PBP5 we wczesnej fazie logarytmicznej hodowli 
bakteryjnej prowadzi do lizy zdeformowanych ko­
mórek, czego nie obserwuje się przy nadprodukcji 
PBP4, PBP 6  lub DacD [16]. Potwierdza to hipotezę o 
różnorodności funkcji pełnionych przez poszczegól­
ne niskocząsteczkowe białka PBP, mimo, że pewne 
funkcje enzymatyczne reprezentowane są przez w ię­
cej niż jeden  rodzaj białek PBP, a mutacje delecyjne 
w genach kodujących te białka nie są letalne. Fenoty- 
powe różnice wśród mutantów o różnych kom bina­
cjach zinaktywowanych białek PBP świadczą o bra­
ku prostej substytucji funkcji jednych białek przez 
inne i przeczą hipotezie utrzymywaniu w komórkach 
białek funkcjonalnie zduplikowanych jako niepo­
trzebnego materiału. Warto przy tym podkreślić, że 
białka bakterii E. coli, dla którego to gatunku opti­
mum pH wzrostu wynosi 6 ,0-8,0, wykazują zróżni­
cowany profil aktywności względem pH środowiska. 
Fakt ten jes t ważny dla przeżycia i przynajmniej czę­
ściowo tłumaczy istnienie u tego gatunku tak wielu 
LM W  PBP o podobnych funkcjach, co pozornie w y­
daje się niepotrzebne [5]. Wśród wyników badań do­
tyczących LM W  PBP E. coli najbardziej intrygujące 
do tej pory okazały się właśnie te dotyczące białka 
PBP5. Szczególnie interesujący wydaje się odkryty 
fakt, iż za kształt komórki bakteryjnej odpowiadają 
nie tylko procesy elongacji mureiny prowadzone 
przez H M W  PBP (co wydaje się oczywiste), ale rów ­
nież regulacja długości wolnych łańcuchów oligo- 
peptydowych przez D,D-karboksypeptydazę, a tym 
samym kontrola stopnia usieciowania mureiny. Bez­
pośredni związek między aktywnością tych enzy­
mów a efektem morfologicznym w komórkach 
E. coli pozostaje do końca niewyjaśniony, choć przy­
puszcza się, że w nieobecności białka PBP5 poten­
cjalne jego  substraty pentapeptydowe stają się do­
stępne dla transpeptydaz, które, tworząc w nadm ier­
ny i n iekontrolowany sposób poprzeczne wiązania, 
deform ują cylindryczny kształt komórki.
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V. Regulacja aktywności białek PBP na poziomie 
genetycznym

Kontrola ekspresji genów strukturalnych białek 
wiążących penicylinę jes t  złożona. Przeprowadzone 
do tej pory badania w skazują na to, że ekspresja tych 
genów uzależniona jes t od wielu innych genów, np. 
gen rodA E. coli (kodujący białko biorące udział w 
syntezie mureiny elongacyjnej) sprzężony jes t z ge­
nami pbpA  (kodującym PBP2) oraz dacA  lub mrdB  
(kodującymi PBP5) [6 ]. Jednym z ciekawszych i le­
piej poznanych m echanizm ów regulacji jest system 
kontroli białek odpowiedzialnych za syntezę ściany 
komórkowej E. coli, w którym pryncypialną rolę od­
grywa gen bolA. Gen ten koduje niewielkie białko re­
gulatorowe o masie 13 kDa zdolne do wiązania się z 
DNA, które działa jak  aktywator transkrypcji genów 
strukturalnych D,D-karboksypeptydaz PBP5 i PBP 6  

(dac A i dac C) oraz (3-laktamazy klasy C AmpC 
(<ampC) [22]. Udowodniono także, iż gen bolA nie 
jest sprzężony z genami pbpA  i rodA  (kodującymi 
białka zaangażowane w syntezę m ureiny elongacyj­
nej), natomiast działa w układzie z genem f tsZ ,  k tóre­
go produkt FtsZ (PBP3) jes t  białkiem uczest­
niczącym w formowaniu pierścieniowatego zwęże­
nia podczas podziału komórki [18]. Współdziałanie 
zaś białka FtsZ z regulowanymi przez bolA  D,D-kar- 
boksypeptydazami PBP5 i PB P 6 , które ograniczają 
nadmierną transpeptydację dokonyw aną przez 
PBP3, umożliwia tworzenie podziałowego zwężenia 
i nowego bieguna dzielącej się komórki [2 0 , 2 2 ]. 
Ekspresja genu bolA nasila się w niesprzyjających 
warunkach środowiskowych (głód węglowy, niedo­
tlenienie) oraz w fazie stacjonarnej hodowli bakterii 
E. coli w bogatym podłożu, podczas której takie w a­
runki mogą wystąpić. Warunkuje to utrzymanie od­
powiedniej morfologii komórek w tych sytuacjach, a 
tym samym ich przeżycie. Komórki nadprodukujące 
białko BolA w fazie stacjonarnej hodowli nabierają 
kulistego kształtu i — jako osmotycznie stabilne —  
utrzymują się przy życiu przez dłuższy czas. K om ór­
ki nadprodukujące BolA w logarytmicznej fazie ho­
dowli dzielą się nierówno w nietypowych miejscach, 
tworząc populację różnokształtnych komórek [2 2 ]. 
Warto zaznaczyć, że regulacja aktywności białek 
PBP5 i PBP 6  przez bolA  nie odbywa się jednakowo. 
Stwierdzono, że najwyższa ekspresja genu dacA 
(PBP5) ma miejsce w logarytmicznej fazie hodowli, 
podczas gdy już  na wstępie fazy stacjonarnej prze­
wyższa j ą  ekspresja genu dacC  (PB P 6 ). Wynika z 
tego, że D ,D-kaboksypeptydaza PB P 6  —  jako en­
zym o 3-4-krotnie niższym powinowactwie do sub­
stratów pentapeptydowych niż PBP5 —  nabiera w ię­

kszego znaczenia podczas wolniejszego metaboli­
zmu komórkowego w niesprzyjających warunkach 
zewnętrznych. Zwiększenie ilości i poziomu aktyw­
ności D ,D-karboksypeptydazy PBP 6  w fazie stacjo­
narnej hodowli wiąże się z równoczesnym spadkiem 
ilości wysokocząsteczkowych PBP1C, -2 i -3 [22], 
W ten sposób obniżona ilość prekursorów dla PBP3 
ogranicza podział komórek w niekorzystnych warun­
kach, zwiększając ich szansę na przeżycie. Równo­
waga między aktywnością D,D-karboksypeptydaz i 
D,D-transpeptydaz w cyklu życiowym komórki ma 
ważne znaczenie dla tworzenia przegród komórko­
wych. M aksymalna aktywność D,D-transpeptydaz 
występuje natychmiast po podziale komórki, zaś naj­
wyższa aktywność D,D-karboksypeptydaz tuż przed 
podziałem. Podobne zmiany w zestawie białek PBP 
oraz ich aktywności enzymatycznej m ają też miejsce 
u innych gatunków bakterii [8 ]. Godny uwagi jest 
fakt, iż przedstawiony tu system kontroli morfologii 
kształtu komórek E. coli obejmuje również [3-lakta- 
m azę AmpC i z tego względu jest jak  do tej pory j e ­
dynym znanym przypadkiem wspólnej regulacji ak­
tywności białek PBP i [3-laktamaz na poziomie gene­
tycznym. Białka PBP5, PBP 6  i AmpC, działające 
pod kontrolą genu bolA, są sprzężone funkcjonalnie. 
M echanizm bezpośredniej aktywacji ekspresji same­
go genu bolA  przez czynniki zewnętrzne nie jes t jed ­
nak poznany.

VI. Podsumowanie

Badania nad białkami PBP ujawniają coraz więk­
sze ich znaczenie w procesach fizjologicznych ko­
mórek bakteryjnych. E. coli stanowi dogodny obiekt 
tego typu badań, dzięki którym zostają poznane zasa­
dy działania PBP oraz ich udział w procesach fizjolo­
gicznych bakterii. Jest to o tyle istotne, że budowa 
oraz funkcjonowanie tych białek pozostaje w 
ścisłym związku z poziomem oporności wielu bakte­
rii na antybiotyki [3-laktamowe, które stanowią naj­
szerszą grupę antybiotyków stosowanych powszech­
nie w medycynie. Szczegółowe zrozumienie mecha­
nizmów regulacji aktywności białek PBP na pozio­
mie genetycznym oraz ich roli w prawidłowym 
wzroście komórek ma umożliwić w przyszłości do- 
skonalanie syntetycznych antybiotyków [3-laktam- 
owych, których bezpośrednim celem działania są 
właśnie bakteryjne białka PBP.

Artykuł otrzymano 20 lutego 2004 
Zaakceptowano do druku 20 września 2004
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Wykaz stosowanych skrótów: eNOS —  śródbłonkowa syntaza 
tlenku azotu; FTaza —  famezylotransferaza; GGTaza I —  gera- 
nylogeranylotransferaza I; GGTaza II —  geranylogeranylo- 
transferaza II; GDP —  difosforan guanozyny; GDI —  białko ha­
mujące odłączanie GDP (ang. GDP dissociation inhibitor); GEP 
—  białko odłączające GDP (ang. guanosine nucleotide exchan­
ge protein)', GTP —  trifosforan guanozyny; HMG-CoA —
3-hydroksy-3-metyloglutarylo-koenzym A; IP3 —  trifosforan 
inozytolu; NF-kB — jądrowy czynnik transkrypcyjny k ; NO —  
tlenek azotu; REP —  białko transportujące Rab (ang. Rab escort 
protein).

I. Wstęp

Izoprenylacja białek polega na kowalencyjnym 
przyłączaniu związków izoprenylowych, farnezylu 
lub geranylogeranylu, do grupy -S H  reszty cysteiny 
znajdującej się na C-końcu łańcucha polipeptydowe- 
go lub w jego pobliżu. W połowie lat 70-ych XX 
wieku po raz pierwszy wykazano, że izoprenylacji

'Lek. med. 2dr n. med., Katedra i Zakład Patofizjologii Akade­
mii Medycznej im. Prof. F. Skubiszewskiego w Lublinie, ul. Ja­
czewskiego 8, 20-090 Lublin, e-mail: ajamroz@wp.pl, e-mail: 
jerzybel@hotmail.com

podlegają czynniki doboru płciowego grzybów (ang. 
fu n g a l m ating factors). Obecnie wiadomo, że izopre­
nylacja jes t jed n ą  z podstawowych modyfikacji po- 
translacyjnych białek, która ma miejsce we wszyst­
kich komórkach eukariotycznych. Izoprenoidy po­
dobnie jak  cholesterol są syntetyzowane z kwasu me- 
walonowego. W latach 80-ych wykazano, że kom- 
paktyna będąca inhibitorem reduktazy 3-hydroksy 
3-metyloglutarylokoenzymu A (HMG-CoA), k lu­
czowego enzymu w syntezie kwasu mewalonowego, 
hamuje proliferację fibroblastów, oraz że działaniu 
temu zapobiega dodanie do płynu inkubacyjnego 
kwasu mewalonowego, natomiast nie zapobiega mu 
cholesterol. Wskazywało to, że antyproliferacyjne 
działanie kompaktyny wynika z zahamowania 
syntezy niesterydowych pochodnych mewalonianu. 
Jednocześnie wykazano, że pochodne znakowanego 
izotopowo mewalonianu wiążą się kowalencyjnie z 
białkami. Na przełomie lat 80-ych i 90-ych stwier­
dzono, że izoprenylacji podlegają białka Ras, 
biorące udział w regulacji proliferacji komórek, oraz 
że mutacje genów kodujących te białka często 
występują w komórkach nowotworowych. Spowo­
dowało to gwałtowny wzrost zainteresowania proce­
sem izoprenylacji białek, trwający do chwili obec­
nej. Aspekty biochemiczne izoprenylacji białek zo ­
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stały omówione w artykule opublikowanym w P ostę­
pach  B iochem ii w 1995 roku [1]. W niniejszej pracy 
przedstawiono najnowsze informacje na ten temat ze 
szczególnym uwzględnieniem znaczenia izoprenyla- 
cji w procesach fizjologicznych u człowieka oraz far­
makologicznej regulacji tego procesu.

Podobnie do innych modyfikacji potranslacyj- 
nych polegających na przyłączaniu lipidów jak  pal- 
mitylacja czy mirystylacja, izoprenylacja nadaje 
cząsteczce białka bardziej hydrofobowy charakter, 
co ułatwia jej wiązanie z błonami plazmatycznymi. 
W pływa to w sposób istotny na aktywność b iolo­
giczną izoprenylowanych białek, ich rozmieszczenie 
w komórce oraz umożliwia im interakcje z innymi 
białkami błonowymi. Izoprenylacji podlega ok. 
0.5-2% wszystkich białek wewnątrzkomórkowych 
[2-5].

II. Biosynteza izoprenoidów. Szlak mewalo- 
nowy

Wszystkie izoprenoidy składają się z jednej lub 
więcej jednostki izoprenoidowej zawierającej 5 ato­
mów węgla (C5), która powstaje z kwasu mewalono-

wego. Kwas mewalonow y jest również związkiem 
wyjściowym w syntezie cholesterolu. Początkowo, 
w dwóch następujących po sobie reakcjach, z trzech 
cząsteczek acetylokoenzymu A powstaje jedna 
cząsteczka HM G-CoA, który jest przekształcany w 
mewalonian z udziałem mikrosomalnej reduktazy 
HMG-CoA. Reakcja ta jest etapem ograniczającym 
szybkość biosyntezy cholesterolu oraz innych po­
chodnych kwasu mewalonowego. Z kolei, w wyniku 
dwukrotnej fosforylacji mewalonianu, powstaje 
5-difosforan mewalonianu, który w wyniku dekar- 
boksylacji przekształcany jes t  w difosforan izopen- 
tenylu stanowiący podstawow ą jednostkę izopreno- 
idową. Po izomeryzacji izopentenylodifosforanu do 
difosforanu dimetyloallilu następuje kondensacja 
jednej cząsteczki difosforanu izopentenylu i jednej 
cząsteczki difosforanu dimetyloallilu, co daje 1 0 - 
węglowy difosforan geranylu. Po dołączeniu kolej­
nej cząsteczki difosforanu izopentenylu powstaje di­
fosforan farnezylu (FPP), 15-węglowy metabolit, 
który jest związkiem wyjściowym do wytwarzania 
innych związków izoprenoidowych, np. dolicholu, 
hemu A, oraz skwalenu, z którego powstaje choleste­
rol (Ryc. 1). W wyniku połączenia difosforanu izo-

Ryc. 1. Synteza izoprenoidów.
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pentenylu i difosforanu farnezylu powstaje difosfo- 
ran geranylogeranylu (GGPP), który jes t  w ykorzy­
stywany do geranylogeranylacji białek lub może być 
dalej wydłużany do difosforanu nonaprenylu lub de- 
kaprenylu, cząsteczek zużywanych do biosyntezy 
koenzymu Q (ubichinonu-9 u gryzoni lub ubichino- 
nu - 1 0  u ludzi) [2 -6 ].

Regulacja szlaku mewalonowego odbywa się 
głównie na poziomie reduktazy HM G-CoA. Spadek 
stężenia cholesterolu w komórce powoduje znaczny 
wzrost aktywności tego enzymu wynikający z trzech 
mechanizmów: 1 ) wzmożonej ekspresji genu, 2 ) 
wzrostu efektywności translacji (zwiększenie ilości 
cząsteczek białka powstających na bazie jednej 
cząsteczki mRNA), 3) zaham owania degradacji 
białka enzymatycznego. Inhibitory reduktazy 
HM G-CoA zmniejszające stężenie pochodnych kw a­
su mewalonowego pow odują nawet kilkusetkrotny 
wzrost ekspresji tego enzymu, czemu całkowicie za­
pobiega dodanie do płynu inkubacyjnego kwasu m e­
walonowego, lecz tylko częściowo dodanie choleste­
rolu. Wskazuje to, że nie tylko stężenie cholesterolu, 
ale również stężenie niesterydowych izoprenoidów 
wpływa na aktywność reduktazy HM G-CoA. Uważa 
się jednak, że izoprenoidy w odróżnieniu od chole­
sterolu nie wpływają na tranksrypcję genu reduktazy 
HMG-CoA, ale regulują aktywność tego enzymu j e ­
dynie przez dwa pozostałe mechanizmy [7].

III. Enzymy biorące udział w izoprenylacji 
białek

Izoprenylacja białek katalizowana jes t  przez trzy 
cytosolowe enzymy (prenylotransferazy białkowe): 
farnezylotransferazę (FTaza), geranylogeranylo- 
transferazę I (GGTaza I) i geranylogeranylotransfe- 
razę II (GGTaza II). FTaza i GGTaza I wykazują sze­
reg podobieństw. Oba enzymy są heterodimerami 
złożonymi z podjednostek a  i p. Podjednostka a  o 
masie cząsteczkowej 48 kDa jes t  wspólna dla obu 
tych prenylotransferaz. Podjednostka p FTazy ( P ft)  

ma masę 46 kDa, a podjednostka P GGTazy I ( P ggti ) 

—  43 kDa; podjednostki te w ykazują około 30% ho- 
mologię sekwencji aminokwasów. Oba enzymy 
przyłączają odpowiednie reszty izoprenoidowe do 
białek zawierających na C-końcu sekwencję CAAX, 
gdzie C oznacza resztę cysteiny, A —  dowolny ami­
nokwas alifatyczny a X —  aminokwas, którym w 
przypadku FTazy jes t metionina lub seryna a w przy­
padku GGTazy I —  leucyna. Reszty izoprenoidowe 
są przyłączane do grup -S H  cysteiny wiązaniem tio- 
eterowym. FTaza i GGTaza I nie wykazują absolut­
nej swoistości ani w stosunku do substratu izopreno-

idowego, ani białkowego. FTaza może wiązać GGPP 
z 15-krotnie mniejszym powinowactwem niż FPP, 
natomiast GGTaza I wiąże FPP z około 300-krotnie 
mniejszym powinowactwem  niż GGPP. In vitro , 
białka zawierające C-końcow ą resztę leucyny mogą 
być farnezylowane przez FTazę, a białka zawie­
rające resztę metioniny lub seryny geranylogerany- 
lowane przez GGTazę I, jednak  efektywność tych re­
akcji jes t  w zależności od białka od kilkudziesięciu 
do kilku tysięcy razy mniejsza i z wyjątkiem nielicz­
nych białek nie ma znaczenia in vivo. FTaza i G G T­
aza I m ogą najpierw wiązać substrat izoprenoidowy, 
a później białkowy, lub odwrotnie, chociaż ta pierw­
sza kolejność jes t  preferowana. Uwalnianie produktu 
przez enzym zachodzi w wyniku związania kolejnej 
cząsteczki izoprenoidu i jes t  etapem ograniczającym 
szybkość reakcji. Przy małym stężeniu substratu izo- 
prenoidowego, produkt (izoprenylowane białko) po ­
zostaje związany z enzymem przez dłuższy czas. 
FTaza i GGTaza I zawierają w swojej cząsteczce po 
jednym  jonie Z n2+, który jes t niezbędny do wiązania 
substratu białkowego (prawdopodobnie łączy się z 
grupą - S H  cysteiny). Zastąpienie jonu cynkowego 
jonem  Cd2+ zmniejsza swoistość enzymu w stosunku 
do substratu izoprenoidowego. Oba enzymy w ym a­
gają też dla swojej aktywności milimolarnych stężeń 
jonów M g2+, które, jak  się wydaje, ułatwiają w iąza­
nie ujemnie naładowanej grupy pirofosforanowej 
wchodzącej w skład FPP lub GGPP [7-13].

Izoprenylacja białek przez FTazę lub GGTazę I 
jest pierwszym z szeregu trzech następujących po so­
bie etapów modyfikacji potranslacyjnej. Po izopre­
nylacji, końcowe trzy aminokwasy (AAX) są 
odłączane przez specyficzną endoproteazę (Rcel) . 
Następnie grupa karboksylowa znajdującej się obec­
nie na C-końcu łańcucha cysteiny jest metylowana 
przez metylotransferazę prenylocysteinową w ystę­
pującą w retikulum endoplazmatycznym i wykorzy­
stującą S-adenozylometioninę jako  donor grup m ety­
lowych. Warunkiem metylacji jes t  uprzednia izopre­
nylacja reszty cysteiny; białka nieizoprenylowane 
nie podlegają metylacji. Metylacja dodatkowo zwię­
ksza lipofilność cząsteczki, która w tej postaci nie 
zawiera naładowanej grupy karboksylowej. Dotyczy 
to zwłaszcza białek farnezylowanych, o krótszym 
łańcuchu izoprenoidowym i mniejszej lipofilności. 
Białka geranylogeranylowane charakteryzują się 
w iększą lipofilnością, a metylacja zmienia ich roz­
puszczalność w niewielkim stopniu [8 , 14].Według 
obecnego stanu wiedzy, izoprenylacja białek jest 
procesem nieodwracalnym. Nie są znane enzymy 
odłączające reszty izoprenoidowe, natomiast w cza­
sie proteolizy izoprenylowanych białek farnezol i
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geranylogeraniol są uwalniane i m ogą być ponownie 
wykorzystywane po uprzedniej fosforylacji. Reakcja 
metylacji jes t odwracalna, gdyż istnieje metyloeste- 
raza zdolna do odłączania od izoprenylowanych 
białek grupy - C H 3. Wskazuje to, że metylacja izo­
prenylowanych białek może w sposób odwracalny 
modyfikować ich funkcję i że stopień metylacji tych 
białek może podlegać regulacji [8 , 14].

Geranylogeranylotransferaza II (GGTaza II) różni 
się od omówionych wyżej enzymów. Składa się ona z 
podjednostek a  i P o masach cząsteczkowych odpo­
wiednio 60 i 38 kDa. Ponadto, enzym współpracuje z 
białkiem eskortującym REP (ang. Rab esc o r tp ro te ­
in), które wiąże białka Rab — jedyne znane substraty 
białkowe GGTazy II. Związanie białka Rab z 
białkiem REP jes t  niezbędne dla izoprenylacji białka 
Rab przez GGTazę II, dlatego białko REP uważane 
jest niekiedy za trzecią podjednostkę enzymu. Po­
dobnie do FTazy i GGTazy I, GGTaza II jes t aktywo­
wana przez milimolarne stężenia jonów  M g2+, ale w 
odróżnieniu od nich jes t hamowana przez jony  Zn2+. 
GGTaza II katalizuje reakcję geranylogeranylacji 
białek kończących się sek w en c ją— CC lub —  CXC 
(C —  cysteina, X —  dowolny aminokwas), działa 
ona też na syntetyczne peptydy zawierające sekwen­
cje -C C X , -CCXX, -CCXXX lub -C X X X . Niezale­
żnie od tego, czy białko kończy się s ek w e n c ją -C C  
czy -C X C , obie reszty cysteiny sągeranylogeranylo- 
wane. Następnie, w przypadku, gdy białko zawiera 
sekwencję -C X C , grupa karboksylowa C-końcowej 
reszty cysteiny ulega metylacji. Natomiast białka ko­
ńczące się sekwencją -C C  nie podlegają metylacji 
[11].

Niewiele wiadomo na temat regulacji aktywności 
poszczególnych prenylotransferaz. Wykazano, że in­
sulina zwiększa aktywność wszystkich trzech preny­
lotransferaz, prawdopodobnie w wyniku ich fosfory­
lacji [15, 16]. W komórkach tucznych aktywność 
FTazy wzrasta w wyniku związania antygenu z p rze­
ciwciałem IgE [17]. Wskazuje to na znaczenie FTazy 
w degranulacji mastocytów.

IV. Białka ulegające izoprenylacji i ich 
znaczenie biologiczne

IV-1. Ogólna charakterystyka małych białek 
wiążących GTP

Najwięcej badań poświęcono izoprenylacji 
małych (20-25 kDa), monomerycznych białek G 
wiążących GTP. Wśród białek tych wyróżnia się 5 
grup: Ras, Rho, Rab, S a r l /A r f  i Ran (dwie ostatnie 
grupy nie ulegają izoprenylacji). Białka te biorą

udział w wewnątrzkom órkowym  przekazywaniu in­
formacji. W ystępują one w dwóch postaciach: n ieak­
tywnej związanej z GDP i aktywnej związanej z 
GTP. Oddysocjowanie GDP umożliwia wiązanie 
GTP, co zmienia konformację białka powodując jego 
aktywację i oddziaływanie z białkiem efektorowym. 
Dzięki własnej aktywności GTP-azowej, związana 
cząsteczka GTP jes t przekształcana w GDP i białko 
staje się nieaktywne. Białka te ulegają więc cy­
klicznym przekształceniom formy nieaktywnej w ak­
tywną i odwrotnie (Ryc. 2). Etapem decydującym o

Ryc. 2. Regulacja aktywności małych białek G.

szybkości tych przemian jes t odłączenie GDP, sty­
mulowane przez białka GEP (ang. guanosine nucleo­
tide exchange p ro te in ), swoiste dla poszczególnych 
białek G. Aktywność GEP jes t regulowana przez 
proksymalne w stosunku do białek G etapy kaskady 
przekazywania informacji, np. czynniki wzrostowe. 
W przypadku białek Rho i Rab, reakcja odłączania 
GDP jes t  hamowana przez białka GDI (ang. GDP  
dissociation inh ib itor). W wypadku białek Ras reak­
cja wymiany GDP na GTP jes t regulowana 
wyłącznie przez GEP, gdyż brak jest białek GDI 
swoistych dla białek Ras. Aktywność GTP-azowa 
małych białek G jes t również regulowana przez tzw. 
białka GAP (ang. GTPase activating protein). Regu­
lacja aktywności GEP, GDI i GAP zapewnia odpo­
wiednią proporcję formy aktywnej białka G (związa­
nej z GTP) do formy nieaktywnej (związanej z GDP) 
[18].

IV-2. Białka Ras

Białka Ras są farnezylowane przez FTazę. Regu­
lują one procesy wzrostu i różnicowania komórek. 
Białka Ras pobudzają kinazy białkowe aktywowane 
mitogenami (MAPK) i uruchamiają kaskadę sy­
gnałową prowadzącą do proliferacji komórek. U ssa­
ków występują cztery białka Ras: H-Ras, K-Ras4A, 
K-Ras4B i N-Ras. Białko K-Ras4B składa się ze 189
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aminokwasów, wszystkie pozostałe zawierają 188 
aminokwasów. Wszystkie białka Ras w ykazują 
około 90% homologię sekwencji aminokwasowej. 
Są one kodowane przez trzy geny: H -Ras, K -Ras i 
N-Ras, w wyniku alternatywnego składania mRNA 
gen K-Ras koduje dwa białka: K-Ras4A i K-Ras4B 
(tego ostatniego jes t w komórkach 1 0 - 2 0  razy w ię­
cej). Białka H-Ras i N-Ras oprócz farnezylacji pod­
legają też palmitylacji. Reszta kwasu palm itynow e­
go przyłączana jes t do grupy -S H  reszty cysteiny 
znajdującej się w pobliżu sekwencji -C A A X , co do­
datkowo zwiększa stopień lipofilności białka. Białko 
K-Ras4B nie podlega palmitylacji, ale zawiera re­
gion o ładunku dodatnim (bogaty w lizynę), który od­
działy wując z ujemnie naładowanymi grupami fos­
foranowymi fosfolipidów ułatwia wiązanie z błoną 
komórkową. Wydaje się, że w warunkach fizjolo­
gicznych największe znaczenie ma białko K-Ras4B; 
nokaut genu K -Ras powoduje obumieranie zarodków 
myszy, natomiast zwierzęta z nokautowanym  genem 
H-Ras lub N -Ras m ają prawidłowy fenotyp. Po­
szczególne białka Ras m ają częściowo różne funk­
cje, np. aktywne białko H-Ras zwiększa wytwarza­
nie reaktywnych form tlenu przez aktywację oksyda­
zy NAD(P)H syntetyzującej anionorodnik ponad- 
tlenkowy ( 0 2-), natomiast K-Ras4B wzmaga m echa­
nizmy anty oksydacyjne zwiększając ekspresję mito- 
chondrialnej dysmutazy ponadtlenkowej [14, 18, 
19].

Geny kodujące białka Ras są  protoonkogenami. 
Mutacje tych genów zmniejszające aktywność GT- 
Pazową białek Ras pow odują transformację now o­
tworową, gdyż nieprawidłowe białka pozostają 
dłużej w postaci aktywnej (związanej z GTP) i stale 
stymulują proces proliferacji komórek niezależnie 
od sygnałów kontrolujących ich aktywność. Mutacje 
genów Ras występują w ok. 30% przypadków now o­
tworów złośliwych u człowieka. Najczęściej są  to 
mutacje genu K -Ras obserwowane w 40-50% przy­
padków nowotworów płuc i je lita  grubego i w ok. 
90% przypadków raka trzustki. Mutacje genu H -Ras 
spotykane są głównie w raku pęcherza moczowego, a 
genu N-Ras w ostrych białaczkach szpikowych i lim- 
fatycznych [19].

IV-3. Białka Rho

Białka Rho, które sągeranylogeranylow ane przez 
GGTazę I, regulują organizację cytoszkieletu akty­
nowego. Biorą one udział w takich procesach jak  
agregacja płytek, adhezja leukocytów do śródbłonka, 
fagocytoza, pinocytoza, degranulacja komórek tucz­
nych, skurcz mięśni gładkich. Aktywne białka Rho
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stymulują specyficzną kinazę serynowo-treoninową 
(kinazę Rho), która fosforyluje i unieczynnia fosfata­
zę łańcuchów lekkich miozyny. Prowadzi to do ich 
nadmiernej fosforylacji i zwiększonej kurczliwości 
mięśni gładkich naczyń. Zahamowanie geranyloge- 
ranylacji białek Rho lub blokowanie kinazy Rho pro­
wadzi do rozszerzenia naczyń i spadku ciśnienia tęt­
niczego w niektórych doświadczalnych modelach 
nadciśnienia. Innym działaniem białek Rho jes t de­
stabilizacja m RNA śródbłonkowej syntazy tlenku 
azotu, co prowadzi do zmniejszonego wydzielania 
tego mediatora przez komórki śródbłonka. Jednym z 
rodzajów białek Rho są białka Rac. Geranylogerany- 
lowane białka Rac regulują aktywność oksydazy 
NAD(P)H w leukocytach syntetyzującej anion po- 
nadtlenkowy niezbędny do niszczenia fagocytowa- 
nych bakterii. Enzym ten składa się z podjednostek 
gp91phox (Nox2) i p22phox znajdujących się w błonie 
komórkowej oraz podjednostek p47phox i p67pMOX 
znajdujących się w cytosolu. Geranylogeranylacja 
białka Rac2 umożliwia jego  wiązanie z podjednost- 
kami p47phox i p67phox i ich transport do błony kom ór­
kowej, gdzie łączą się one z pozostałymi podjednost- 
kami tworząc aktywny multimer (Ryc. 3). Badania

Ryc. 3. Mechanizm aktywacji oksydazy NAD(P)H.

ostatnich lat wskazują, że podobny enzym znajduje 
się w komórkach śródbłonka oraz innych komórkach 
ściany naczynia. Oksydaza NA D (P)H  jest głównym 
źródłem 0 2~ w naczyniach krwionośnych. Nadm ier­
na aktywność tego enzymu prowadzi do stresu oksy­
dacyjnego i unieczynniania przez anion ponadtlen- 
kowy tlenku azotu. Uważa się, że zwiększona aktyw­
ność oksydazy NAD(P)H może być przyczyną nie­
doboru NO prowadzącego do nadciśnienia tętnicze­
go i miażdżycy [18].

IV-4. Białka Rab

Białka Rab występujące w liczbie ok. 60-ciu są 
geranylogeranylowane przez GGTazę II i stanowią
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najliczniejszą grupę prenylowanych białek u ssaków 
[20]. Aktywne białka Rab regulują w ewnątrzkom ór­
kowy transport pęcherzyków, biorąc udział w takich 
procesach jak  egzo- i endocytoza. Poszczególne 
białka Rab są zlokalizowane w błonach określonych 
organelli komórkowych i regulują specyficzne etapy 
transportu. Geranylogeranylacja białek Rab zw iąza­
nych z GDI i REP ma miejsce w cytosolu. Izopreny- 
lowane białko jes t  transportowane do błon plazma- 
tycznych, gdzie oddziaływuje z białkiem GDF (ang. 
GDI displacem ent fa c to r).  Powoduje to odłączenie 
GDI a następnie GDP oraz aktywację białka przez 
związanie z GTP. Uwalniane jes t  również białko 
REP, które powraca do cytosolu gdzie może uczest­
niczyć w prenylacji kolejnego białka Rab [18, 20, 
21].

W melanosomach (zbiorniki melaniny w melano- 
cytach) znajduje się białko Rab27a, które bierze 
udział w ich transporcie do wypustek melanocytów. 
Mutacja genu kodującego białko REP1 znajdującego 
się w chromosomie X, upośledzająca geranylogera- 
nylację białka Rab27a, jes t przyczyną choroideremii 
—  choroby dziedziczonej w sposób sprzężony z 
płcią, charakteryzującej się postępującym zw yrod­
nieniem nabłonka barwnikowego siatkówki i fotore- 
ceptorów (te warstwy siatkówki zawierają dużo 
białka Rab27a). Pierwsze objawy (zanik widzenia 
obwodowego i ślepota nocna) pojawiają się w dru­
giej lub trzeciej dekadzie życia, a po 20-30 latach od 
rozpoczęcia choroby dochodzi do całkowitej ślepoty. 
Choroideremia jes t przyczyną ok. 4% przypadków 
utraty wzroku u osób dorosłych. Limfoblasty pacjen­
tów z choroideremią zawierają zwiększoną ilość nie- 
prenylowanego białka Rab27a. Mutacja genu pod- 
jednostki a  GGTazy II powoduje wystąpienie obja­
wów zespołu H erm ansky’ego-Pudlaka, z dysfunkcją 
melanosomów, ciałek gęstych w płytkach krwi i lizo- 
somów. Choroba manifestuje się hipopigmentacją 
(częściowy albinizm) w ynikającą z zaburzonego 
transportu melanosomów a także przedłużającymi 
się krwawieniami oraz nagromadzeniem żółtobrązo- 
wego barwnika, ceroidu, w lizosomach [20-22]. M u­
tacja genu samego białka Rab27a powoduje hipopig- 
mentację i upośledzenie odporności wynikające z za­
burzeń wydzielania ziarnistości przez limfocyty cy- 
totoksyczne (zespół Griscelliego typu 2). Zespół Gri- 
scelliego typu 1 jest związany z mutacją genu miozy­
ny Va, która jes t  białkiem efektorowym dla Rab27a i 
również bierze udział w transporcie melanosomów. 
Ta postać zespołu także charakteryzuje się częścio­
wym albinizmem, nie ma tutaj jednak upośledzenia 
odporności komórkowej, natomiast występują zabu­
rzenia neurologiczne. Różnice między obydwoma

postaciami zespołu Griscelliego tłumaczone są tym, 
że w limfocytach występuje białko Rab27a, ale brak 
jest miozyny Va, natomiast w komórkach nerwo­
wych występuje miozyna Va, ale nie ma białka Ra- 
b27a. W melanocytach obecne są oba te białka, dlate­
go zaburzenia barwnikowe towarzyszą obydwu ze­
społom. W zespole Griscelliego nie występują zabu­
rzenia widzenia. Może być to związane z faktem, że 
pacjenci ci umierają z powodu upośledzonej odpor­
ności zanim rozwiną się zmiany zwyrodnieniowe 
siatkówki. Nie można też wykluczyć, że objawy cho­
roideremii zależą nie tylko od upośledzonej gerany- 
logeranylacji Rab27a, ale i innych białek, których 
prenylacja wymaga REP1. Z kolei w choroideremii 
nie ma zaburzeń odporności ani albinizmu, gdyż brak 
aktywnego REP1 w limfocytach i melanocytach jest 
kompensowany przez homologiczne białko REP2. 
Zastanawiający jest fakt, że we wszystkich w ym ie­
nionych chorobach w ystępują objawy związane 
przede wszystkim z upośledzoną geranylogeranyla- 
cjąR ab27a. Ostatnio wykazano, że białko to charak­
teryzuje się wyjątkowo niska aktywnością GTPa- 
zow ą wśród białek Rab. Ponieważ REP wiążą się 
wyłącznie z nieaktywnymi, związanymi z GDP 
białkami Rab, może być to przyczyną wyjątkowej 
wrażliwości Rab27a na zaburzenia izoprenylacji
[23]. Kolejnym przykładem zaburzenia funkcji 
białek Rab jes t niedobór białka Rab7 powodujący 
neuropatię Charcot-Marie-Tooth typu 2B, obja­
wiającą się postępującym osłabieniem i zanikiem dy- 
stalnych mięśni kończyn oraz owrzodzeniami tro­
ficznymi. W odróżnieniu od Rab27a, białko Rab7 
występuje we wszystkich komórkach i reguluje 
transport między wczesnymi i późnymi endosomami
[24].

U ssaków w ystępują trzy białka GDI: a ,  p i y, z 
których G D Ia  znajduje się wyłącznie w ośrodko­
wym układzie nerwowym. Mutacja genu G D Ia  znaj­
dującego się w chromosomie X zaburza izoprenyla- 
cję białka Rab3a uczestniczącego w wydzielaniu 
neuromediatorów i jes t przyczyną łagodnego niedo­
rozwoju umysłowego sprzężonego z płcią [21, 24].

IV-5. Inne białka ulegające izoprenylacji

Małe białka G nie są jedynym i białkami ule­
gającymi izoprenylacji. Kolejnym przykładem tego 
rodzaju białek są laminy jądrowe. Lamina A jest 
białkiem filamentów pośrednich jądra, które w cza­
sie mitozy depolimeryzuje i przemieszcza się do 
cytosolu. Prekursor tego białka, prelamina A, ulega 
farnezylacji i metylacji, co ułatwia jego wiązanie z 
b łonąjądrow ą. Następnie dochodzi do odcięcia p ięt­
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nastu C-końcowych am inokwasów (w tym prenylo- 
wanej i metylowanej reszty cysteiny) przez endopro- 
teazę i powstaje lamina A. Dojrzała lamina A nie za­
wiera więc reszty farnezylowej; farnezylacja prola- 
miny A ułatwia jedynie wiązanie tego białka z błoną 
jądrow ą i jego dalszą obróbkę. Natomiast lamina B 
znajduje się w błonie jądrowej i pozostaje z n ią  ściśle 
związana także w czasie mitozy za pośrednictwem 
swoistego receptora (LBR —  ang. lamin binding re­
ceptor). Farnezylacja laminy B zwiększa jej pow ino­
wactwo do LBR [18].

Farnezylacji podlega też kilka białek biorących 
udział w procesach widzenia. Transducyna jes t  jed y ­
nym trimerycznym białkiem G, którego podjednost- 
ka y ulega farnezylacji (inne trimeryczne białka G są 
geranylogeranylowane). W nieaktywnej postaci 
transducyna występuje jako  trimer złożony z trzech 
podjednostek: a ,  P i y; podjednostka a  jes t  związana 
z GDR Działanie światła na rodopsynę zawierającą 
cfs-retinal powoduje jego  izomeryzację do formy 
trans — jest to tzw. metarodopsyna 2 , która aktywuje 
reakcję wymiany GDP na GTP w cząsteczce transdu- 
cyny. Podjednostka ot transducyny związana z GTP 
odłącza się od podjednostek p i y, a dimer py aktywu­
je  fosfodiesterazę rozkładającą cGMP. Spadek stęże­
nia cGMP powoduje zamknięcie kanałów sodowych, 
hiperpolaryzację błony komórkowej i pobudzenie 
neuronu wzrokowego. Farnezylacja podjednostki y 
transducyny jest niezbędna do wiązania podjednost­
ki a .  Zastąpienie reszty cysteiny aminokwasem nie 
zawierającym grupy -S H ,  który nie może ulegać izo- 
prenylacji, znosi aktywność bio logicznątranducyny. 
Aktywna postać rodopsyny, metarodopsyna 2, jes t 
unieczynniana w wyniku dysocjacji na opsynę i 
trans-retinal lub jest fosforylowana przez kinazę ro­
dopsyny. Kinaza rodopsyny jes t  białkiem farnezylo- 
wanym; farnezylowany enzym wiąże się z b łoną ko­
m órkową pod wpływem światła i może fosforylować 
rodopsynę. Zablokowanie farnezylacji kinazy rodop- 
synowej uniemożliwia jej wiązanie z błonami i tym 
samym hamuje reakcję z rodopsyną. M odyfikacja se­
kwencji aminokwasowej kinazy rodopsyny spra­
wiająca, że białko to ulega geranylogeranylacji a nie 
farnezylacji powoduje, że kinaza jes t stale związana 
z błoną nawet przy braku światła. Fosfodiesteraza 
rozkładająca cGMP w komórkach siatkówki również 
jest białkiem izoprenylowanym; jedna z jej podjed­
nostek ulega farnezylacji a druga jes t geranylogera- 
nylowana [18].

Kolejnym przykładem białka farnezylowanego 
jest kinaza fosforylazy glikogenowej aktywująca 
proces glikogenolizy i uwalnianie glukozy w m ię­
śniach szkieletowych. Co ciekawe, prenylowana

reszta cysteiny tego enzymu nie podlega metylacji 
[18].

Heterotrimeryczne białka G błon komórkowych 
biorą udział w przekazywaniu sygnału z receptorów 
błonowych do enzymów syntetyzujących wtórne 
przekaźniki (cyklaza adenylowa, fosfolipaza C). 
Białka te składają się z podjednostek a ,  p i y. W po­
staci nieaktywnej związanej z GDP występują jako 
trimer. Wymiana GDP na GTP powoduje odłączenie 
podjednostki ot i aktywację efektorowych szlaków 
sygnałowych. Geranylogeranylacja podjednostki y 
jes t niezbędna do jej wiązania z podjednostką a  [18].

V. Farmakologiczna regulacja izoprenylacji 
białek

Ponieważ wiele prenylowanych białek ma swój 
udział w patogenezie różnych jednostek  chorobo­
wych, hamowanie izoprenylacji kryje w sobie wielki 
potencjał terapeutyczny. Istnieją dwa możliwe spo­
soby wpływania na izoprenylację białek:

1 ) bezpośrednie hamowanie aktywności pre- 
nylotransferaz

2 ) hamowanie syntezy izoprenoidów
Pierwszy kierunek dotyczy głównie badań nad

swoistymi inhibitorami farnezylotransferazy ha­
mującymi farnezylację białek Ras, które mogłyby 
znaleźć zastosowanie w leczeniu chorób nowotworo­
wych. Jakkolwiek inhibitory GGTazy I mogłyby 
mieć potencjalne znaczenie w leczeniu chorób 
układu krążenia ze względu na rolę białek Rho w re­
gulacji aktywności oksydazy NAD(P)H, wydziela­
nia NO czy kurczliwości mięśni gładkich, istnieje ry­
zyko ewentualnych działań niepożądanych tych inhi­
bitorów w związku z różnymi funkcjami białek Rho 
w procesach fizjologicznych. Dlatego uważa się, że 
większe znaczenie może mieć bardziej swoiste ha­
mowanie szlaków sygnałowych zależnych od białek 
Rho (np. inhibitory kinazy Rho) [25].

Spośród stosowanych obecnie leków, syntezę izo­
prenoidów ham ują inhibitory reduktazy 3-hydroksy 
3-metyloglutarylokoenzymu A (statyny) oraz niektó­
re ze stosowanych w leczeniu osteoporozy bisfosfo- 
nianów, będących inhibitorami syntazy difosforanu 
farnezylu. Należy zaznaczyć, że oba podejścia (ha­
mowanie syntezy izoprenoidów i hamowanie aktyw­
ności prenylotransferaz) nie są w pełni równoważne. 
Na przykład, statyny zmniejszają stężenie wszyst­
kich pochodnych kwasu mewalonowego, w tym doli- 
cholu i ubichinonu, natomiast inhibitory FTazy mogą 
zwiększać stężenie substratu, difosforanu farnezylu, 
który jes t w zwiększonej ilości przekształcany w 
inne izoprenoidy. Ponadto uwalniany z niego farne-
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zol wpływa na procesy niezwiązane z izoprenylacją, 
np. aktywuje receptory jądrow e FXR (ang .fa rn eso id  
X -receptor) oraz blokuje kanały wapniowe [26].

VI. Inhibitory farnezylotransferazy (FTI)

Udział białek Ras w regulacji proliferacji i dojrze­
wania komórek oraz obecność nieprawidłowych 
białek Ras w komórkach wielu nowotworów złośli­
wych nasunął przypuszczenie, że hamowanie aktyw­
ności tych białek mogłoby znaleźć zastosowanie w 
leczeniu nowotworów. Zahamowanie farnezylacji 
białek Ras uniemożliwia ich łączenie z błonami pla- 
zmatycznymi i oddziaływanie z białkami efektoro- 
wymi oraz hamuje procesy nowotworzenia. Ponadto, 
pod wpływem tych inhibitorów wzrasta pula niefar- 
nezylowanych białek Ras, które m ogą wiązać się z 
białkami efektorowymi, ale nie mają aktywności 
biologicznej; zachowują się więc jak  kompetycyjne 
inhibitory aktywnych, farnezylowanych białek Ras 
[19, 27]. Znane są obecnie cztery grupy inhibitorów 
farnezylotransferazy. Pierwsza z nich to związki 
będące analogami difosforanu farnezylu jak  manu- 
mycyna i L-704272. Drugą grupę stanowią proste 
peptydy blokujące miejsce wiążące sekwencję 
CAAX cząsteczki enzymu (inhibitory peptydomime- 
tyczne). Często są one stosowane jako proleki, w któ­
rych C-końcowa grupa karboksylowa jes t metylowa- 
na lub występuje w postaci laktonu. Przenikają one 
przez błony komórkowe łatwiej niż związki zawiera­
jące zjonizowaną grupę -COO~, a wewnątrz kom ó­
rek ulegają hydrolizie do związków aktywnych pod 
wpływem esteraz. M odyfikacja łańcuchów bocz­
nych aminokwasów Aj i A 2 może zwiększać zdol­
ność hamowania FTazy oraz zmniejszać wrażliwość 
peptydu na proteolizę. Niektóre związki tej grupy za­
wierają zamiast dwóch środkowych reszt aminokwa- 
sowych inne związki organiczne (np. pochodna ben- 
zodiazepinowa w inhibitorze BZA-5B). Trzecia gru­
pa inhibitorów FTazy np. B M S -186511, to tzw. inhi­
bitory dwusubstratowe —  połączenia difosforanu 
farnezylu i pochodnej peptydu CAAX blokujące 
miejsca wiązania obu substratów. Ostatnia grupa to 
związki nie wykazujące podobieństwa strukturalne­
go do żadnego z substratów FTazy, będące pochod­
nymi trójpierścieniowych leków przeciwhistamino- 
wych, np. SCH44342. In vitro  ham ują one izolowaną 
FTazę w większych stężeniach niż inne inhibitory, 
ale ze względu na łatwiejsze przenikanie przez błony 
komórkowe oraz oporność na proteolizę mogą być 
bardziej skuteczne in vivo  [27-29].

Ważną cechą inhibitorów FTazy jes t  ich swoistość 
w stosunku do tego enzymu. Uważa się, że związki,

które działają również na GGTazę I mogą mieć wię­
cej działań toksycznych ze względu na geranylogera- 
nylację wielu białek o istotnym znaczeniu fizjolo­
gicznym. Większość badanych obecnie inhibitorów 
hamuje FTazę w preparatach bezkomórkowych w 
stężeniach nanomolarnych, natomiast w hodowlach 
komórkowych konieczne jes t  stosowanie około 
1000-krotnie większych stężeń. In vitro, inhibitory 
FTazy ham ują proliferację komórek transformowa­
nych onkogenami Ras oraz komórek wyizolowanych 
z ludzkich nowotworów zawierających zmutowane 
białka Ras. Nie działają one na komórki transformo­
wane innymi onkogenami ani na komórki transfor­
mowane genami Ras zmodyfikowanymi w ten spo­
sób, aby powstające białka były geranylogeranylo- 
wane a nie farnezylowane [27-29].

Pierwsze badania in vivo wykonano na myszach 
transgenicznych, którym wszczepiano onkogen 
H-Ras. U zwierząt tych dochodzi do spontanicznego 
rozwoju nowotworów, przede wszystkim ślinianek i 
gruczołu sutkowego. Podawanie inhibitorów FTazy 
skutecznie hamuje rozwój tych nowotworów. Nato­
miast podawanie FTI zwierzętom, u których już 
doszło do powstania guza, powoduje zahamowanie 
jego wzrostu i zmniejszenie masy nowotworu [19, 
27, 29]. Inne modele doświadczalne, w których w y­
kazano skuteczność FTI to myszy, którym wszcze­
piano fibroblasty transformowane onkogenem 
H-Ras lub komórki wyizolowane z nowotworów 
ludzkich zawierających onkogen H-Ras. W 
nowotworach uwarunkowanych onkogenami K-Ras 
lub N-Ras inhibitory FTazy w ykazują mniejszą sku­
teczność. Może to wynikać z faktu, że białka te za­
wierające na C-końcu metioninę zamiast seryny 
mają mniejsze powinowactwo do FTazy niż H-Ras, a 
więc zahamowanie ich farnezylacji wymaga więk­
szych stężeń inhibitora. Ponadto, białko K-Ras4B 
może być zarówno farnezylowane jak  i geranyloge- 
ranylowane. W warunkach prawidłowych zachodzi 
tylko ta pierwsza reakcja, jednak  po zastosowaniu 
FTI dochodzi do geranylogeranylacji białka 
K-Ras4B, tym bardziej, że niewykorzystany w reak­
cjach farnezylacji difosforan farnezylu jest w więk­
szym stopniu przekształcany w difosforan geranylo- 
geranylu. Geranylogeranylowane białko K-Ras4B 
wykazuje identyczną aktywność jak  białko farnezy­
lowane, co może istotnie ograniczać skuteczność in­
hibitorów FTazy w tych przypadkach. Należy pod­
kreślić, że w ludzkich nowotworach mutacje K-Ras i 
N-Ras w ystępują znacznie częściej niż mutacje 
H-Ras [30-33].

Z drugiej strony, inhibitory FTazy działają niekie­
dy na nowotwory zawierające prawidłowe białka
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Ras. Może być to spowodowane dw om a przyczyna­
mi. Po pierwsze, w niektórych przypadkach nadmier­
na proliferacja komórek jes t  zależna od białek Ras 
mimo, że są one prawidłowe. Dzieje się tak wów ­
czas, gdy przyczyną nowotworu są zaburzenia szla­
ków sygnałowych powodujących nadm ierną aktywa­
cję białek Ras. Np. w wielu przypadkach raka gru­
czołu sutkowego zwiększona jes t  ekspresja receptora 
nabłonkowego czynnika wzrostu (EGF), który po­
woduje aktywację białek Ras i nadm ierną prolifera­
cję komórek. Zahamowanie farnezylacji białek Ras 
przerywa ten szlak sygnałowy. Neurofibromina I jest 
inhibitorem białek Ras (zwiększa ich aktywność 
GTPazową przyspieszając inaktywację). Mutacja 
genu neurofibrominy I jes t  przyczyną nerwia- 
kowłókniakowatości (choroby Recklinghausena). 
Inhibitory FTazy m ogą hamować proliferację komó­
rek zawierających zmutowany gen neurofibrominy 
zmniejszając farnezylację białek Ras i zapobiegając 
w ten sposób ich aktywacji. Ponadto, FTI mogą ha­
mować proliferację komórek blokując farnezylację 
białek innych niż Ras. W wielu przypadkach aktyw­
ne białka Ras działają poprzez białko RhoB, które 
może być zarówno farnezylowane jak  i geranyloge- 
ranylowane. O ile farnezylowane białko RhoB nasila 
proliferację, to jego  postać geranylogeranylowana 
działa przeciwstawnie. Zaham owanie FTazy nasila 
geranylogeranylację białka RhoB, co ma działanie 
antyproliferacyjne. Innym białkiem, które podlega 
farnezylacji jest białko Rheb (ang. R as homologue  
enriched in brain). W postaci niefarnezylowanej 
wiąże ono białka Ras w cytosolu zapobiegając ich 
transportowi do błony komórkowej, dlatego zahamo­
wanie farnezylacji Rheb ma działanie antyprolifera­
cyjne. Inne białka podlegające farnezylacji to dwie 
fosfatazy tyrozynowe: PTP/CAAX1 i PTP/CAAX2. 
Funkcja tych enzymów nie jes t  znana, ale wiadomo, 
że ich ekspresja wzrasta w proliferujących kom ór­
kach. Farnezylacji ulega też 5-fosfataza trifosforanu 
inozytolu, która odłącza resztę fosforanową od 
1,4,5-trifosforanu inozytolu (1,4,5-IP3) prze­
kształcając go do 1,4-difosforanu inozytolu 
(1,4-IP2); działa też na 1,3,4,5-IP4, w wyniku czego 
powstaje 1,3,4-IP3. 1,4,5-IP 3 zwiększa uwalnianie 
wapnia z magazynów wewnątrzkom órkowych, nato­
miast 1,3,4,5-IP4 zwiększa powinowactwo białek 
GAP do wapnia. Zahamowanie farnezylacji 5-fosfat- 
azy zmniejsza jej aktywność, w wyniku czego wzra­
sta stężenie 1,4,5-IP3 i 1,3,4,5-IP4. M oże to prowa­
dzić do zwiększenia zależnej od wapnia aktywności 
GAP, wzrostu aktywności GTPazowej białek Ras i 
przyspieszać ich inaktywację. Ponadto farnezylacji

ulega ok. 2 0  innych białek, których funkcja nie zo ­
stała dotychczas poznana [28-33].

Wzrost guza zależy od proliferacji nowych na­
czyń krwionośnych. W procesie angiogenezy podsta­
w ow ą rolę odgrywa migracja i proliferacja komórek 
śródbłonka naczyń. Wykazano, że inhibitory FTazy, 
np. A-170634, L-744, 832, TR006 ham ująten  proces 
in vitro i in vivo [34-36].

FTI działają przede w szystkim  cytostatycznie a 
nie cytotoksycznie, dlatego po ich odstawieniu czę­
sto dochodzi do nawrotu choroby. Ponowne zastoso­
wanie FTI najczęściej okazuje się skuteczne, chociaż 
w nielicznych przypadkach opisano oporność guza 
na ich działanie. W hodowlach komórkowych stwier­
dzono, że mniej więcej jedna  na 1 0 s komórek staje 
się odporna na FTI. M echanizm tej oporności nie zo ­
stał dotychczas wyjaśniony. Może ona wynikać z 
mutacji genu FTazy, która staje się niewrażliwa na 
działanie inhibitora, lub też z wytwarzania enzymów 
skuteczniej metabolizujących stosowany lek. C ho­
ciaż oporność komórek na działanie FTI jes t zjaw i­
skiem rzadkim, może ona mieć istotne znaczenie w 
wypadku dużych nowotworów zawierających nawet 
109 komórek [28, 37, 38].

Zaskakującą cechą FTI, przynajmniej w bada­
niach na myszach, jest ich bardzo mała toksyczność. 
U leczonych zwierząt nie stwierdzono praktycznie 
żadnych objawów ubocznych. Nie dochodziło u nich 
do zahamowania fizjologicznej proliferacji komórek 
np. szpiku kostnego czy nabłonka przewodu pokar­
mowego. Nie stwierdzono też zmian histologicznych 
w narządach, w których następuje farnezylacja 
białek innych niż Ras, np. siatkówce czy mięśniach 
szkieletowych. Należy jednak  podkreślić, że wszyst­
kie dotychczasowe badania prowadzone były przez 
stosunkowo krótki czas. Ewentualna długo­
terminowa toksyczność FTI pozostaje nadal kwestią 
otwartą [30].

W ok. 20 dotychczasowych badaniach klinicz­
nych stosowano cztery inhibitory FTI: R 115777 i 
BMS-214662 doustnie, oraz SCH6336 i L-778123 
dożylnie. Ten ostatni związek został wycofany z 
prób klinicznych, gdyż powodował znaczne 
wydłużenie odstępu QT w EKG, co wiąże się z nie­
bezpieczeństwem groźnego dla życia częstoskurczu 
komorowego. Leki te badane były u osób z now otw o­
rami jelita  grubego, trzustki, gruczołu sutkowego, 
białaczkami i glejakami. W większości z tych badań 
uzyskiwano pewne efekty korzystne, chociaż nie tak 
spektakularne jak  w doświadczeniach na zwierzę­
tach. Należy jednak  podkreślić, że wszystkie te pró­
by wykonywano w zaawansowanym stadium choro­
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by nowotworowej, u pacjentów z bardzo złym roko­
waniem, u których zawiodły tradycyjne metody tera­
pii [31, 37-39].

VII. Bisfosfoniany a izoprenylacja białek

Bisfosfoniany należą do podstawowych leków 
stosowanych w leczeniu osteoporozy. H amują one 
zależną od osteoklastów resorpcję tkanki kostnej, 
zwiększają jej gęstość i wytrzymałość mechaniczną 
oraz zmniejszają ryzyko złamań. Bisfosfoniany są 
analogami difosforanów, w których mostek tlenowy 
P-O-P został zastąpiony przez atom węgla (P-C-P), 
do którego dodatkowo dołączone są boczne łańcuchy 
Ri i R 2. Wśród bisfosfonianów wyróżnia się podgru­
pę związków o wyjątkowo dużej aktywności zawie­
rających grupę am inow ą w jednym  z łańcuchów 
bocznych. N ależą  do nich bisfosfoniany najczęściej 
stosowane w terapii jak  alendronian, rizedronian i 
pamidronian. Dzięki budowie podobnej do difosfo­
ranów, bisfosfoniany mają wysokie powinowactwo 
do tkanki kostnej, a w związku z obecnością w iąza­
nia P-C-P zamiast P-O-P nie są rozkładane przez żad­
ne enzymy. Aminobisfosfoniany są inhibitorami syn-

Tabela 1.

Właściwości prenylotransferaz białkowych

tazy difosforanu farnezylu, w wyniku czego hamują 
powstawanie zarówno cholesterolu jak  i niesterydo- 
wych izoprenoidów. Aminobisfosfoniany trudno 
przenikają przez błony komórkowe, ulegają jednak 
endocytozie przez osteoklasty a także makrofagi. Po­
wodują one zmniejszenie aktywności osteoklastów 
w wyniku zmian struktury cytoszkieletu i zaham o­
wania wydzielania jonów  H + do przestrzeni pozako- 
mórkowej przez H +-ATPazę, co jes t pierwszym eta­
pem demineralizacji tkanki kostnej. W większych 
dawkach indukują apoptozę osteoblastów. W do­
świadczeniach in vitro aminobisfosfoniany hamują

geranylogeranylację białek Rho, a dodanie do środo­
wiska geranylogeraniolu hamuje ich efekt antyre- 
sorpcyjny. Wykazano, że rizedronian hamuje w bu­
dowywanie pochodnych znakowanego izotopowo 
kwasu mewalonowego do białek osteoklastów oraz 
że aktywność antyresorpcyjna różnych aminobisfos- 
fonianów koreluje ze stopniem zahamowania izopre- 
nylacji białek [40]. Chociaż aminobisfosfoniany ha­
m ują też farnezylację białek Ras, inhibitory farnezy- 
lotransferazy nie wykazują aktywności antyresorp- 
cyjnej. Niestosowane obecnie u ludzi starsze amino­
bisfosfoniany, inkadronian i ibandronian, hamują 
również syntazę skwalenu. Zm niejszają w ten sposób 
syntezę cholesterolu, ale nie w pływają na syntezę 
niesterydowych izoprenoidów. Aktywność antyre­
sorpcyjna tych związków jest mniejsza niż nowszych 
aminobisfosfonianów [40, 41].

W odróżnieniu od aminobisfosfonianów, bisfos­
foniany nie zawierające azotu w cząsteczce jak  eti- 
dronian czy klodronian są słabszymi inhibitorami de­
mineralizacji tkanki kostnej. Uważa się, że m echa­
nizm ich działania polega na tym, że są wbudowyw a­
ne zamiast difosforanów do cząsteczki ATP tworząc 
pochodne, które nie ulegają hydrolizie i działają cy-

totoksycznie. W wyniku tego dochodzi do spadku ak­
tywności H+-ATPazy aktywnie transportującej pro­
tony do przestrzeni pozakomórkowej, a w większych 
stężeniach do nasilenia apoptozy [41-43].

Makrofagi, podobnie jak  osteoklasty, podlegają 
apoptozie pod wpływem leczenia bisfosfonianami 
[41]. Alendronian, ibandronian i pamidronian zw ięk­
szają aktywność kaspazy 3 oraz stymulują procesy 
apoptozy w hodowli makrofagów, natomiast klodro­
nian i etidronian nie w ykazują takiego działania [42], 
Efekt ten koreluje z zahamowaniem izoprenylacji 
białek makrofagów, a zapobiega mu geranylogera-

Typ
Prenylotransferazy CAAX

GGTaza Rab (GGTaza II)
FTaza GGTaza I

Podjednostki 48 kDa (a) 48 kDa (a) 60 kDa (a)

46 kDa (P) 43 kDa (P) 38 kDa (P)

Wymaga obecności jonów Zn2*, Mg2* Zn2*, Mg2* Mg2*

Substrat izoprenoidowy FPP(C„H 25) GGPP (C2oHjj) GGPP (C2„II„)

Substraty białkowe Białka Ras, podj. y transducyny, kinaza Białka Rho, podjedn. 7 trimcrycznych Białka Rab

fosforylazy glikogenowej, laminy jądrowe białek G

C-końcowy motyw substratu -CAAX -CAAX -CC, -CXC

białkowego
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niol ale nie farnezol, co wskazuje na decydującą rolę 
geranylogeranylacji białek. Wykazano, że bisfosfo- 
niany zawierające azot ham owały rozwój dośw iad­
czalnej miażdżycy u zwierząt. M oże to wynikać z ich 
działania na makrofagi obecne w blaszce m iażdżyco­
wej. Leczenie aminobisfosfonianami zmniejsza ilość 
makrofagów i komórek piankowatych (makrofagów 
obładowanych lipidami) w ścianach tętnic oraz w y­
chwytywanie utlenionych lipoprotein frakcji LDL 
przez te komórki. Stwierdzono, że bisfosfoniany 
akumulują się w ludzkich tętnicach, a klodronian i 
pamidronian zm niejszają siłę skurczu naczynia w 
odpowiedzi na bodźce a-adrenergiczne. N ieoczeki­
wany wpływ bisfosfonianów na metabolizm lipopro­
tein został dostrzeżony po dw um iesięcznym  dożyl­
nym podawaniu neridronianu kobietom po menopau- 
zie. W ich surowicy wystąpił znaczący statystycznie 
spadek stężenia cholesterolu LDL i apolipoproteiny 
B (apoB) oraz wzrost cholesterolu HDL i apoA-I. Po­
dobne efekty stwierdzono u kobiet po menopauzie, 
którym podawano dożylnie wysokie dawki pamidro- 
nianu lub alendronianu, co sugeruje efekt charakte­
rystyczny dla całej klasy leków. Roczne podawanie 
etidronianu z powodu osteopenii u osób z cukrzycą 
typu 2  spowodowało spadek ocenianej ultrasonogra- 
ficznie grubości błony środkowej i wewnętrznej 
tętnicy szyjnej. Sugeruje to, że bisfosfoniany mogą 
wykazywać działanie przeciwm iażdżycowe [43].

Bisfosfoniany zawierające azot ham ują wzrost 
komórek nabłonka przełyku powodując akumulację 
komórek w fazie S cyklu komórkowego. Gerany- 
logeraniol zapobiegał temu działaniu, co wskazuje, 
że zależy ono od zaham owania geranylogeranylacji 
białek. Efekt ten może być przyczyną podrażnienia 
przełyku przez bisfosfoniany w trakcie terapii tymi 
lekami [44].

Bisfosfoniany zawierające azot w ykazują również 
działanie przeciwnowotworowe. Zm niejszają  one 
proliferację oraz indukują apoptozę linii komórek 
nowotworowych i zm niejszają  objętość guza w wielu 
modelach zwierzęcych [45]. W jednym  z badań indu­
kowały one apoptozę komórek raka gruczołu kroko­
wego poprzez ham owanie błonowej lokalizacji 
białka Ras w tych komórkach [46]. Również dzięki 
zahamowaniu prenylacji białek Ras, zoledronian ha­
mował proliferację ludzkich komórek przewlekłej 
białaczki szpikowej [47].

VIII. Statyny

Statyny są odwracalnymi, kompetycyjnymi inhi­
bitorami reduktazy H M G-CoA katalizującej p rze­
mianę 3-hydroksy 3-m etyloglutarylokoenzymu A do

mewalonianu. Stosowane obecnie statyny można po ­
dzielić na dwie grupy. Statyny naturalne to lowasta- 
tyna będąca metabolitem grzybów oraz jej pochod­
ne: prawastatyna i simwastatyna. Całkowicie synte­
tycznymi związkami są fluwastatyna i atorwastaty- 
na, charakteryzujące się silniejszym działaniem. 
Istotną cechą statyn jest ich rozpuszczalność. Spo­
śród stosowanych obecnie statyn jedynie prawastaty­
na jes t  hydrofilna, pozostałe są w różnym stopniu 
lipofilne. Statyny były stosowane początkowo 
wyłącznie jako leki obniżające stężenie cholesterolu 
w osoczu. Działanie to wynika z zahamowania re­
duktazy HMG-CoA w wątrobie, co powoduje 
wewnątrzkomórkowy niedobór cholesterolu i w zm a­
ga ekspresję receptorów LDL na powierzchni hepa- 
tocytów przyspieszając klirens tych lipoprotein. Ba­
dania kliniczne wykazały jednak, że leczenie staty- 
nami skutecznie zapobiega ostrym incydentom ser- 
cowo-naczyniowym nie tylko u osób z hipercholeste- 
rolemią, ale również u pacjentów z prawidłowym 
stężeniem cholesterolu. Związane jes t to z takimi 
działaniami jak: hamowanie migracji i proliferacji 
komórek mięśniówki naczyń, stabilizacja blaszki 
miażdżycowej, działanie przeciwzapalne, przeciw- 
zakrzepowe i przeciwpłytkowe oraz hamowanie stre­
su oksydacyjnego. Uważa się, że te tzw. plejotropo- 
we działania statyn nie zależą od obniżenia stężenia 
cholesterolu ale od zahamowania syntezy izopreno- 
idów i zmniejszenia stopnia izoprenylacji białek w 
różnych tkankach. Lipofilne statyny łatwo przeni­
kają  przez błony komórkowe i mogą działać na różne 
tkanki. Prawastatyna jest transportowana do 
kom órek wątroby przez specyficzne białko błony ko­
mórkowej, natomiast ze względu na słabą rozpusz­
czalność w tłuszczach nie przenika do innych kom ó­
rek. Dlatego prawastatyna może mieć słabsze 
działania plejotropowe od pozostałych statyn. Poni­
żej wspomniano tylko o niektórych plejotropowych 
działaniach statyn, które jak  wykazano zależą od 
hamowania izoprenylacji białek (Tab. 2) [48, 49].

Tlenek azotu (NO) produkowany z L-argininy 
przez śródblonkową syntazę tlenku azotu (eNOS) 
rozszerza naczynia krwionośne oraz zapobiega ate- 
rogenezie hamując agregację płytek krwi, prolifera­
cję miocytów, ekspresję białek adhezyjnych i przyle­
ganie leukocytów do śródbłonka. Dowiedziono, że 
statyny zwiększają ekspresję eNOS hamując gerany- 
logeranylację białek Rho, które przyspieszają degra­
dację mRNA tego enzymu. Wpływ statyn na eNOS 
jest odwracalny w obecności geranylogeranylodifos- 
foranu, a nie farnezylodifosforanu czy cholesterolu 
[50]. Jednym z mechanizmów regulacji aktywności 
eNOS jest fosforylacja enzymu przez kinazę
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białkow ą Akt (kinazę białkową B). Białka Rho ha­
m ują aktywność kinazy B, a statyny hamując gerany- 
logeranylację tych białek zapobiegają temu 
działaniu i zw iększają aktywność eNOS [51]. N ad­
mierne wytwarzanie wolnych rodników tlenowych 
odgrywa istotną rolę w patogenezie miażdżycy. 
G łównym ich źródłem w ścianie naczynia jest oksy­
daza NAD(P)H produkująca anionorodnik ponad- 
tlenkowy ( 0 2~), który m. in. unieczynnia tlenek azotu

Tabela 2.

Najważniejsze działania statyn zależne od hamowania izoprenylacji 
białek

Korzystne:

Zwiększenie ekspresji i aktywności eNOS

Hamowanie NAD(P)H oksydazy

Hamowanie syntezy endoteliny-1

Działanie antykoagulacyjne i profibrynolityczne

Hamowanie proliferacji komórek mięśni gładkich naczyń

Hamowanie ekspresji metaloproteinaz

Działanie antynowotworowe

Hamowanie resorpcji tkanki kostnej

Niekorzystne:

Hamowanie działania insuliny 

Miopatia

Zmiany zwyrodnieniowe komórek soczewki

wiążąc się z nim i tworząc nadtlenoazotyn (ONOCT). 
Statyny zmniejszają aktywność oksydazy NAD(P)H 
zarówno in vitro  jak  i in v ivo , hamując geranylogera- 
nylację białka Rac aktywującego ten enzym [52]. 
Dzięki blokowaniu geranylogeranylacji białek Rho, 
statyny ham ują ekspresję endote liny- 1 , która jest sil­
nym czynnikiem zwężającym naczynia i ma 
działanie mitogenne [53].

Statyny wywierają działanie przeciwzakrzepowe. 
Zm niejszają  one ekspresję tkankowego czynnika 
krzepnięcia [54, 55], natomiast wzm agają syntezę 
antykoagulacyjnie działającej trombomoduliny [56]. 
A ktywują też układ fibrynolityczny zwiększając 
syntezę tkankowego aktywatora plazminogenu [57] 
oraz hamując ekspresję inhibitora aktywatora p la­
zminogenu [58]. Działania te w ynikają z zaham owa­
nia geranylogeranylacji białek Rho, ponieważ zapo­
biegało im podawanie egzogennego geranylogera- 
niolu, a podobne do statyn efekty obserwowano po 
zastosowaniu inhibitorów tych białek lub/i inhi­
bitorów geranylogeranylotransferazy I [48]. Statyny 
ham ują proliferację komórek mięśni gładkich na­

czyń przez zmniejszenie farnezylacji białek Ras. [49, 
59].

Statyny stabilizują blaszkę m iażdżycową hamując 
ekspresję metaloproteinaz w aktywowanych makro- 
fagach. Metaloproteinazy są enzymami proteolitycz­
nymi, które rozkładają białka macierzy m iędzyko­
mórkowej ułatwiając pękanie blaszki miażdżycowej. 
Prowadzi to do tworzenia zakrzepu i ostrych po­
wikłań miażdżycy jak  zawał mięśnia sercowego czy 
udar mózgowy. Ekspresja tych enzymów ulega 
zmniejszeniu w wyniku hamowania prenylacji 
białka RhoA przez statyny. [49].

Ostatnie badania wskazują, że statyny obniżają o
15-25% poziom białka C-reaktywnego (CRP), które 

jes t czynnikiem ryzyka chorób sercowo-naczynio- 
wych. Podwyższony poziom CRP bezpośrednio 
uszkadza śródbłonek naczyń, stymuluje ekspresję 
czynnika tkankowego przez monocyty i aktywuje 
czynnik transkrypcyjny NF-kB. CRP jest białkiem 
ostrej fazy syntetyzowanym w wątrobie pod 
wpływem interleukiny-6 , która stymuluje transkryp­
cję genu CRP poprzez aktywację czynnika tran- 
skrypcyjnego STAT3. Działanie STAT3 w ymaga fos­
forylacji reszty Ser-727 katalizowanej przez kinazę 
b iałkową C 8 , której aktywacja wymaga białka R ac l .  
Statyny ham ują  ekspresję genu CRP zapobiegając 
geranylogeranylacji tego białka [49, 60].

Niektóre dane wskazują, że statyny ham ują onko- 
genezę. Np. atorwastatyna hamowała przerzuty ko­
mórek czerniaka wykazujących zwiększoną ekspre­
sję białka RhoC [61]. Fluwastatyna i lowastatyna re­
dukowały aktywację RhoA i inwazję komórek raka 
wątroby przez wpływ na izoprenylację tego białka 
[62], Lowastatyna indukowała apoptozę w kom ór­
kach anaplastycznego raka tarczycy przez ham ow a­
nie geranylogeranylacji białek RhoA i Racl [63]. Ce- 
riwastatyna, poprzez hamowanie prenylacji białka 
RhoA, zmniejszała proliferację i inwazję komórek 
raka gruczołu sutkowego [64],

Wykazano, że statyny zwiększają osteogenezę in 
vitro i in vivo. Lowastatyna i simwastatyna podaw a­
ne podskórnie myszom w okolicę kości czaszki, 
zwiększały wzrost osteoblastów i tworzenie kości. 
Doustne podawanie simwastatyny szczurom spow o­
dowało zwiększenie objętości beleczek kostnych i 
szybkości tworzenia kości. [43].

Jednak hamowanie produkcji izoprenoidów przez 
statyny może być również związane z niekorzystny­
mi działaniami tych leków. W badaniu in vitro w yka­
zano, że lowastatyna powoduje zmniejszenie liczby 
zależnych od insuliny transporterów glukozy w adi- 
pocytach 3T3-L1. Transport glukozy w odpowiedzi
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na insulinę był znamiennie zm niejszony w kom ór­
kach poddanych działaniu lowastatyny, co świadczy
0 oporności na insulinę. W pływ lowastatyny był o d ­
wracalny przez kwas mewalonowy, wskazując, że 
oporność na insulinę wynika z hamowania b iosynte­
zy izoprenoidów [65]. Istnieją dane wskazujące, że 
również in vivo statyny m ogą zmniejszać wrażliwość 
na insulinę zarówno u gryzoni [6 6 ] jak  i u ludzi [67].

Jednym z działań niepożądanych statyn jes t  mio- 
patia. M iotoksyczność statyn w hodowli komórek 
mięśni szkieletowych jes t  związana ze zm niejsze­
niem powstawania kwasu mewalonowego, farnezolu
1 geranylogeraniolu, ponieważ suplementacja tymi 
związkami przeciwdziałała zmniejszeniu syntezy 
białek mięśniowych i uszkodzeniu miotubul [68,69]. 
Należy podkreślić, że tkanka mięśniowa jest  jed n ą  z 
nielicznych, w których zachodzi farnezylacja białek 
(kinaza fosforylazy glikogenowej) niezwiązana z 
proliferacją komórek. Może to tłumaczyć szczególną 
wrażliwość tej tkanki na działanie toksyczne statyn. 
Nie opisano dotychczas niekorzystnego wpływu sta­
tyn na funkcję siatkówki, w której szereg białek po d ­
lega farnezylacji. Natomiast w hodowli komórek so­
czewki szczura lowastatyna indukuje zmiany cha­
rakterystyczne dla zaćmy, którym zapobiega gerany- 
logeraniol, ale nie farnesol. Podobne zmiany w ystę­
pują w wyniku zwiększonej ekspresji egzotoksyny 
C3 Clostridium botulinum , która hamuje białka Rho 
[70]. Niektóre badania wskazują na zwiększone ry ­
zyko polineuropatii obwodowej u pacjentów leczo­
nych statynami [71,72], co może mieć związek z rolą 
białka Rab7 w transporcie neuronalnym (por. rozdz.
IV-4).

IX. Podsumowanie

Izoprenylacja jes t n iezbędną modyfikacją  po- 
translacyjną wielu białek biorącą udział w tak różno­
rodnych procesach fizjologicznych jak  widzenie, re ­
gulacja napięcia naczyń, proliferacja komórek i m e­
tabolizm tkanki kostnej. Dzięki poznaniu tego 
procesu, możliwe stało się zrozumienie mechanizmu 
działania inhibitorów farnezylotransferazy, bisfosfo- 
nianów i statyn. W ielokierunkowe i częściowo p o ­
krywające się działanie tych z pozoru różnych grup 
leków (Ryc. 4) wskazuje na znaczenie nadmiernej 
izoprenylacji białek w patogenezie wielu stanów 
chorobowych. O ile inhibitory farnezylotransferazy 
znajdują się w początkowym etapie badań klinicz­
nych, to bisfosfoniany i statyny mają ugruntowane 
miejsce w terapii. Znaczenie izoprenylacji białek w 
wielu procesach fizjologicznych nie pozwala jednak  
zapominać o możliwości n iepożądanych działań le-

Inh ib ito ry
farnezylotransferazy Bisfosfoniany Statyny

Działanie Hamowanie resorpcji Działanie
antyproliferacyjne tkanki kostnej przeciwmiażdżycowe

Ryc. 4. Wielokierunkowe i częściowo pokrywające się działanie leków 
hamujących izoprenylację białek.

ków hamujących ten proces. Bliższe poznanie aspek­
tów biochemicznych izoprenylacji być może pozw o­
li na opracowanie leków hamujących izoprenylację 
poszczególnych białek w sposób bardziej swoisty niż 
obecnie, co mogłoby zaowocować większą skutecz­
nością i mniejszym ryzykiem działań ubocznych.
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Wykaz stosowanych skrótów: 8-MOP —  8-metoksypsoralen; 
AIF —  czynnik indukcji apoptozy (ang. apoptosis inducing/ac­
tor); AKT —  kinaza białkowa B (PKB); ANT —  translokaza nu- 
kleotydów adeninowych (ang. adenine nucleotide translocator); 
Apaf-1 —  czynnik 1 aktywujący proteazy w procesie apoptozy 
(ang. apoptosis protease activating factor-1); Ara-C —  cytarabi- 
na; DD —  domena śmierci (ang. death domain); DFF —  czyn­
nik fragmentacji DNA (ang. DNA fragmentation factor); 
DIABLO —  proteina bezpośrednio wiążąca białko hamujące 
apoptozę IAP (charakteryzująca się niską wartością punktu izo- 
elektrycznego pi, ang. direct IAP-binding protein with low pi);
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niczych, Uniwersytet Szczeciński ul. Felczaka 3a, 71-412 
Szczecin, e-mail: robnowak@ko.onet.pl, e-mail: tarasiuk@ 
univ.szczecin.pl

DR —  receptor śmierci (ang. death receptor); ER —  retikulum 
endoplazmatyczne; FADD —  białko związane z domenami 
śmierci Fas (ang. Fas-associated death domain); FAN —  białko 
aktywujące sfingomielinazę; FAS —  receptor powierzchniowy 
z rodziny receptorów śmierci; FAS-L —  ligand receptora FAS; 
FLIP —  białko hamujące aktywność FLICE (kaspazy 8) (ang. 
FLICE inhibitory protein); GSH —  glutation w formie zreduko­
wanej; HSP —  białko szoku cieplnego (ang. heat shock protein); 
IAP —  białko hamujące apoptozę (ang. inhibitory apoptosis 
protein); MDR —  oporność wielolekowa (ang. multidrug resi­
stance); M0RT1 —  białko 1 pośredniczące w indukowanej 
przez receptory toksyczności (ang. mediator o f  receptor-indu­
ced toxicity); PARP —  polimeraza poli (ADP-rybozy); P-gp —  
glikoproteina P; PKC —  kinaza białkowa C; RFT —  reaktywne 
formy tlenu; SM —  sfingomielina; SR —  białka bogate w sery- 
nę/argininę (ang. serine/arginine-rich proteins); SMAC —  
wtórny aktywator kaspaz (ang. second mitochondria-derived 
activator o f  caspase); TNF —  czynnik martwicy nowotworu
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(ang. tumor necrosis factor)-, TRAFI, 2 —  czynniki związane z 
receptorem śmierci TN F-a (ang. TNF-a receptor associated 
factor); TRAIL —  ligand związany z czynnikiem martwicy no­
wotworu odpowiedzialny za inicjację procesu apoptozy (ang. 
TNF-related apoptosis inducing ligand)', VDAC —  kanał anio­
nowy zależny od napięcia (ang. voltage-dependent anion chan­
nel)', Av|/m —  potencjał błonowy mitochondrium

I. Wstęp

Choroby nowotworow e stanowią we w spółcze­
snym świecie je d n ą  z najczęstszych przyczyn zgo­
nów. Jak podaje O r z e c h o w s k a  - J u z -  
w e n k o, w 1998 roku ok. 20% zgonów spowodo­
wanych było nowotworami złośliwymi [1]. Z tego 
też powodu walka z nowotworami stanowi tak istot­
ny problem współczesnej medycyny. Problem walki 
z nowotworami jes t  tym trudniejszy, że wiele stoso­
wanych klinicznie leków przeciwnowotworowych 
traci swoją aktywność w wyniku nabycia przez ko­
mórki nowotworow e oporności [2]. Warunkiem nie­
zbędnym dla opracowania skutecznych metod lecze­
nia chorób nowotworow ych jest dokładne poznanie 
mechanizmów prowadzących do apoptozy (czyli 
programowanej śmierci komórki) na skutek 
działania leków oraz, co ważniejsze, sposobów 
uchylania się niektórych typów komórek now otw o­
rowych od tego procesu.

Niniejsza praca stanowi próbę zebrania dostęp­
nych danych o mechanizmach hamowania procesu 
apoptozy w komórkach nowotworowych opornych 
na działanie leków oraz ukazania kierunków badań 
mających na celu przywrócenie apoptozy w tych ko­
mórkach.

II. Najczęściej stosowane klinicznie leki 
przeciwnowotworowe

Związki przeciwnowotworowe stosowane we 
współczesnej terapii można podzielić na kilka grup, 
między innymi: związki alkilujące, związki o 
działaniu antymitotycznym, leki o działaniu cytosta­
tycznym oraz inhibitory topoizomerazy I i topoizo- 
merazy II [2-6].

Przedstawicielami leków alkilujących sącisplaty- 
na i mitomycyna C. M echanizm ich działania polega 
na przyłączaniu reaktywnych rodników alkilowych 
do grup nukleofilowych w cząsteczkach biologicznie 
czynnych [6 ]. Najbardziej wrażliwe na alkilowanie 
są zasady purynowe i p irymidynowe kwasów nukle­
inowych. W wyniku działania związków alki­
lujących następuje uszkodzenie DNA prowadzące do 
śmierci komórki [6 ]. Aktywacja m itomycyny C pole­

gająca na jej redukcji prowadzi również do alkilowa­
nia cząsteczek RNA [3].

Do związków o działaniu antymitotycznym na­
leżą między innymi alkaloidy barwinka Vinca rosea 
(winkrystyna, winblastyna), podofilotoksyny i ich 
analogi (tenipozyd, etopozyd) oraz taksol [3]. M ogą 
one blokować podziały komórkowe w fazie M, po­
nieważ oddziaływ ująz  mikrotubulami wrzeciona po­
działowego [3]. O ile taksol oddziaływuje ze spoli- 
m eryzowaną tubuliną nie pozwalając na jej depoli- 
meryzację, to alkaloidy barwinka nie dopuszczają do 
polimeryzacji tubuliny poprzez działanie na jej m o­
nomery, co prowadzi ostatecznie do rozpadu mikro- 
tubul [3, 4].

W ażną grupą leków przeciwnowotworowych o 
działaniu cytostatycznym są antybiotyki antracykli- 
nowe (doksorubicyna, daunorubicyna), ich pochod­
ne (np. epirubicyna, idarubicyna) oraz syntetyczne 
analogi (ametantron, mitoksantron) [2, 3, 5]. Działa­
nie tych związków polega na interkalacji pomiędzy 
zasady w dwuniciowym DNA, stabilizacji tej struk­
tury i w konsekwencji zahamowaniu procesów tran­
skrypcji i translacji w komórkach [2, 3]. Stwierdzono 
także alkilujące i sieciujące działanie antracyklin na 
cząsteczkę DNA po metabolicznej aktywacji leku 
[2]. Związki te zakłócają również procesy replikacji i 
transkrypcji informacji genetycznej działając jako 
inhibitory topoizomerazy I i topoizomerazy II [2, 3].

Do znanych inhibitorów topoizomerazy I i topo­
izomerazy II należą też m.in. kamptotecyna, topote- 
kan oraz etopozyd [7, 8 ].

Celem ostatecznym chemioterapii przeciwnowo- 
tworowej z zastosowaniem wymienionych wyżej le­
ków jes t  wywołanie apoptozy, czyli programowanej 
śmierci komórek nowotworowych przy możliwie jak  
najniższym stopniu narażenia komórek pra­
widłowych.

III. Apoptoza w komórkach wrażliwych

Zjawisko oraz mechanizmy apoptozy były niejed­
nokrotnie przedmiotem prac przeglądowych, w tym 
również na łamach „Postępów Biochemii” [9-17].

Apoptoza jes t procesem niezwykle ważnym za­
równo w warunkach fizjologicznych jak  i patolo­
gicznych [18-20]. Apoptoza jest również znaczącym 
wskaźnikiem oceny skuteczności związków prze­
ciwnowotworowych w badaniach przesiewowych 
[21, 22]. Uważa się bowiem, że wejście na drogę 
apoptozy jes t faktycznym odzwierciedleniem śmier­
ci komórki, podczas gdy badania krótkoterminowe 
(ang. short-term  tests) określające wpływ badanych
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związków np. na stopień inkorporacji tymidyny lub 
poziom ATP w ykryw ają zaburzenia metaboliczne, 
które m ogą mieć charakter przejściowy i w rezultacie 
nie zawsze m uszą prowadzić do śmierci komórki. W 
czasie apoptozy następuje w komórce szereg zmian 
prowadzących ostatecznie do jej śmierci [14, 23]. 
Dochodzi między innymi do przechodzenia fosfaty- 
dyloseryny z wewnętrznej do zewnętrznej warstwy 
błony komórkowej [23] oraz zwiększenia poziomu 
ceramidu tj. cząsteczki, która może aktywować apo- 
ptozę. Obserwuje się także zmiany w obrębie chro- 
matyny (kondensacja, zmiana struktury) oraz degra­
dację laminy B. Dochodzi jednocześnie  do fragmen- 
tacji wielu białek komórkowych, w tym m.in. poli- 
merazy poli (ADP-rybozy) (PARP), topoizomerazy 
I, histonów HI oraz fosfolipazy A 2, co może prow a­
dzić do zmiany ich aktywności [23]. Z przestrzeni 
międzybłonowej mitochondrium uwalniana jes t  rów ­
nież endonukleaza G oraz czynnik indukcji apoptozy 
AIF (ang. apoptosis inducing fa c to r ) , które po prze­
dostaniu się do jądra  komórkowego uczestniczą w 
degradacji DNA, niezależnej od działania kaspaz. 
Pod wpływem kaspazy 3 następuje aktywacja DFF, 
czyli czynnika fragmentacji DNA (ang. DNA fra g -  
mentation fa c to r). Aktywacja ta zachodzi w jądrze 
komórkowym i polega na uwolnieniu z n ieaktywne­
go kompleksu DFF40/DFF45 podjednostki katali­
tycznej DFF40 niezbędnej do wytworzenia aktyw­
nych homooligomerów zdolnych do degradacji DNA 
[24, 25]. W wyniku tych procesów ujawniają się cha­
rakterystyczne dla apoptozy zmiany morfologiczne: 
obkurczanie się komórek, kondensacja jądrowego 
DNA, fragmentacja jądra  [23-27] i w konsekwencji 
pojawianie się ciałek apoptotycznych, które są fago- 
cytowane przez makrofagi.

Chociaż charakterystyczny obraz mikroskopowy 
degradacyjnej fazy apoptozy jes t  wspólny dla róż­
nych komórek ulegających programowanej śmierci, 
odkryto różnorodność m echanizm ów urucha­
miających ten proces. Wymienia się dwa główne 
szlaki inicjacji apoptozy: i. szlak wymagający sy­
gnału pochodzącego z m itochondrium  oraz ii. szlak 
wymagający przekazania sygnału do wnętrza kom ór­
ki za pośrednictwem receptorów śmierci [28, 29]. 
Uważa się powszechnie, że bardzo ważnymi etapami 
apoptozy indukowanej obydwom a tymi m echani­
zmami są te zachodzące z udziałem kaspaz, 
będących cząstkami efektorowymi śmierci komórki. 
J a a t t e l a  i T s c h o p p  oraz R u e f  1 i i wsp. w y­
kazali jednak, że program owana śmierć komórki 
może zachodzić również bez udziału kaspaz [18,29]. 
Dlatego też autorzy ci uważają, że nie można trakto­
wać określeń „apoptoza” i „program owana śmieć ko­

mórki” jako tożsamych. Na podstawie zmian za­
chodzących w strukturze jądra umierającej komórki 
wyróżnili oni: 1 ) k lasyczną apoptozę, 2 ) podobną do 
apoptozy (ang. apoptosis-like) programowaną 
śmierć komórki oraz 3) podobną do nekrozy (ang. 
necrosis-like) program owaną śmierć komórki [18]. 
N iezależną od kaspaz apoptozę wywołują m.in. per- 
foryny, granzym B, przeciwciała anty-CD2 oraz 
staurosporyna będąca inhibitorem kinazy białkowej 
C [30]. Niezależna od kaspaz apoptoza może być ha­
mowana przez białko Bcl-2 [29].

III-l. Inicjacja procesu apoptozy za pośrednictwem  
mitochondriów

Istotne znaczenie w procesie apoptozy odgrywają 
mitochondria oraz białka z rodziny Bcl-2, do których 
należą zarówno czynniki proapoptotyczne (zawie­
rające homologiczne domeny BH1, BH2, BH3 (ang. 
Bcl-2 hom ology , „ m ultidom ain”): Bax, Bak, Bok 
(Mtd), Bcl-rambo, oraz wykazujące homologię tylko 
domeny BH3 („B H 3 -o n ly”): Bad, Bid, Bcl-Xs, 
Noxa, Puma, Bik (Nbk), Bim (Bod), Hrk (DP5), Blk, 
Bmf, Bnip3 (nix), Bnip3L, p 193, Bcl-G), jak  również 
czynniki antyapoptotyczne (Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W, 
Mcl-1, A l/B fl-1 , Boo/Diva, NR-13 ) [32-37].

Białka antyapoptotyczne znajdują się przede 
wszystkim w zewnętrznej błonie mitochondrium i 
działają poprzez uniemożliwienie uwolnienia z prze­
strzeni międzybłonowej różnych białek proapop- 
toycznych [37]. Białka proapoptotyczne z grupy 
określanej jako „BH3-only” są natomiast często zlo­
kalizowane poza mitochondrium i dopiero w wyniku 
zadziałania czynników stresowych dochodzi do ich 
posttranslacyjnej modyfikacji i przeniesienia do m i­
tochondrium [38, 39], gdzie indukują permeabiliza- 
cję błony mitochondrialnej poprzez aktywację in­
nych białek proapoptotycznych z podrodziny 
Bax/Bak lub poprzez hamowanie działania białek an- 
tyapoptotycznych [39]. Przykładem może być białko 
Bid, które po aktywacji z udziałem kaspazy 8  

wywołuje w konformacji białka Bax zmiany pro­
wadzące do utworzenia kanałów w błonie mitochon­
drium [34, 40, 41].

Uwalnianie czynników mitochondrialnych do cy- 
toplazmy jest bardzo ważnym etapem apoptozy. Jed­
nakże mechanizmy uwalniania z mitochondrium w 
czasie apoptozy cytochromu c i innych białek nie zo­
stały do końca wyjaśnione i pozostają przedmiotem 
licznych dyskusji [31, 35]. Jeden z proponowanych 
mechanizmów zakłada otwarcie megakanału mito- 
chondrialnego obejmującego w ewnętrzną i zew­
nętrzną błonę mitochondrium w miejscach ich zbli-
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żenią. Przypuszcza się, że głównymi składnikami 
tego megakanału są: kanał anionowy zależny od na­
pięcia VDAC (ang. voltage-dependent anion chan­
nel) znajdujący się w zewnętrznej błonie mitochon- 
drium oraz translokaza nukleotydów adeninowych 
ANT (ang. adenine nucleotide translocator) obecna 
w wewnętrznej błonie mitochondrium. Sugeruje się, 
że otwarcie megakanału następuje przy udziale 
białka Bax [34, 35, 42], Inna teoria mówi, że za ­
mknięcie kanału VDAC zaburza wymianę nukleoty­
dów ATP/ADP, co z kolei prowadzi do hiperpolary- 
zacji wewnętrznej błony mitochondrium i w konse­
kwencji do pęcznienia matriks [35, 43] powodując 
uszkodzenia w zewnętrznej błonie i uwolnienie 
białek mitochondrialnych do cytoplazmy. Jeszcze 
inny mechanizm zakłada, że białko Bax, po przed­
ostaniu się do mitochondrium, może w wyniku oligo- 
meryzacji samodzielnie utworzyć kanał w błonie mi- 
tochondrialnej [35, 42]. Przypuszcza się również, że 
białko Bax może uczestniczyć w tworzeniu kanału 
przepuszczalnego dla cytochromu c poprzez w iąza­
nie z kanałem anionowym VDAC choć jak  podają 
M a r t i n o u i wsp., nadal nie ma dowodu na istnie­
nie takiej struktury [35, 44]

Ważnym skutkiem zmiany przepuszczalności 
błony mitochondrialnej jes t  spadek potencjału elek­
trochemicznego w poprzek wewnętrznej błony m ito­
chondrialnej wywołujący redukcję potencjału b łono­
wego mitochondrium (Av|/m) oraz utratę mitochon- 
drialnego GSH, NAD(P)H i Ca2+, jak  również zm ia­
nę wewnątrzkomórkowego pH. Zmiany te m ogą 
mieć miejsce we wczesnych etapach apoptozy [45]. 
Wydaje się, że uwalnianie cytochromu c z m itochon­

drium może zachodzić równolegle z obniżeniem 
Avj/m, [46] lub je  poprzedzać [47].

Ponadto może dochodzić do powstawania reak­
tywnych form tlenu, które m ogą uszkadzać błony mi- 
tochondrialne, prowadząc wtórnie do drastycznych 
zmian w ich przepuszczalności oraz niszczyć struk­
turę DNA [48]. Na skutek stresu oksydacyjnego 
może także dochodzić do aktywacji kaspazy 12 [40], 
co dodatkowo przyczynia się do zajścia fazy egzeku- 
torowej apoptozy.

Skutkiem zmian w obrębie mitochondrium jest 
również uwalnianie do cytoplazmy czynnika induk­
cji apoptozy AIF (ang. apoptosis inducing fa c to r)  
oraz endonukleazy G, które po przedostaniu się do 
jądra komórkowego pow odują  bezpośrednią degra­
dację DNA [37, 49, 50], Z przestrzeni międzybłono- 
wej mitochondrium uwalniane są również czynniki 
proapoptotyczne takie jak  cytochrom c, Smac/DIA- 
BLO (ang. second  m itochondria-derived activator o f  
caspase/direct IA P -binding pro tein  with low p i)  oraz 
białko HtrA2/Omi £51].. Uwolniony cytochrom c 
łączy się z białkiem Apaf-1, obecnym w cytopla- 
zmie. Powstały kompleks, zwany apoptosomem, sty­
muluje łączenie czynnika A p a f-1 z prokaspazą 9 p ro­
wadząc do jej autoaktywacji. Czynnikiem niezbęd­
nym do uzyskania aktywnej kaspazy 9 jest ATP, stąd 
stan energetyczny komórki ma istotny wpływ na zja­
wisko apoptozy, w którym uczestniczą kaspazy [30, 
52], Aktywna kaspaza 9 uwalnia dalszą kaskadę ak­
tywacji kaspaz prowadzącą w efekcie do fazy degra- 
dacyjnej procesu apoptozy [27, 31, 34, 35,40, 49, 51, 
53, 54] (Ryc. 1).

NAD(P)H + H'

Endo G

(prokaspaza 9)
nieaktywny
kompleks

Endo G
DFF40J DFF45DFF40J

(prokaspaza <S) DFF45DFF45
APOPTOSOM

•(prokaspaza
DFF40

»1 kaspaza 3f 
okaspaza?)

kaskada aktywacji kaspaz
-*■ degradacja 
białek jądrowych

fragmentacja DNA
degradacja białek cytoplazmatycznych

Ryc. 1. Schemat apoptozy indukowanej przez zmiany w obrębie mitochondrium: AIF — czynnik indukcji apoptozy, Apaf-1 — czynnik 1 aktywujący 
protcazy w procesie apoptozy, DFF — czynnik fragmentacji DNA, EndoG — endonukleaza G, ER — retikulum endoplazmatyczne (wg [14, 
24, 27, 31, 40], zmodyfikowano).
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Wykazano, że kaspaza 9 może zostać zaktywowa- 
na również bez udziału cytochromu c [40], a zatem 
bez tworzenia apoptosomu. Stwierdzono to w przy­
padku komórek poddanych stresowi oksydacyjne­
mu. Działanie reaktywnych form tlenu na retikulum 
endoplazmatyczne (ER) powoduje wówczas aktywa­
cję kaspazy 1 2 , która jes t  bezpośrednim aktywato­
rem kaspazy 9 odpowiedzialnej za uczynnienie ka­
spazy 3 (uznawanej za k luczow ą kaspazę procesu 
apoptozy) [40]. Nie wyklucza się również, że w przy­
padku stresu oksydacyjnego komórki może docho­
dzić do aktywacji kaspazy 9 na obu drogach, zarów­
no z wytworzeniem apoptosomu, jak  i z udziałem ka­
spazy 12 (Ryc. 1) [40].

Istotną rolę w regulacji inicjacji apoptozy przez 
czynniki białkowe uwalniane z mitochondrium od­
grywają również białka z rodziny Bcl-2. Białko 
Bcl-2 zlokalizowane jes t  częściowo w zewnętrznej 
błonie mitochondrium, częściowo natomiast w prze­
strzeni międzybłonowej [23]. Może ono hamować 
uwalnianie cytochromu c z m itochondrium i nie do­
puszczać do aktywacji kaspazy 3, podczas gdy białka 
Bax i Bid m ają działanie odwrotne. Zatem od­
działywania pomiędzy białkami hamującymi i p ro­
mującymi apoptozę decydują o śmierci lub przeżyciu 
komórki [31]. Białko Bcl-2 może dodatkowo chronić 
komórkę przed zm ianą pH w cytoplazmie oraz ham o­
wać przeniesienie fosfatydyloseryny z wewnętrznej 
do zewnętrznej warstwy błony cytoplazmatycznej 
[55].

Apoptoza inicjowana z udziałem szlaku mito- 
chondrialnego jes t często powiązana z przebiegiem 
tego procesu wywołanego aktywacją receptorów 
śmierci. Wykazano między innymi, że aktywna for­
ma kaspazy 8  (charakterystyczna dla apoptozy ini­
cjowanej poprzez aktywację receptorów śmierci) po­
woduje proteolityczną aktywację białka Bid z w y­
tworzeniem formy tBid [32, 34, 40], Powstała forma 
tBid, współdziałając z białkiem Bad, może induko­
wać uwalnianie cytochromu c [40] i prowadzić do 
powstania apoptosomu i aktywacji kaspazy 9, a na­
stępnie do uaktywnienia kaspazy 3. Stanowi to istot­
ne wzmocnienie sygnału apoptozy [32]. Obecność 
białka tBid może również sprzyjać oligomeryzacji 
zarówno białka Bak jak  i Bax, co jes t  niezbędne do 
ich proapoptotycznego działania [34].

III-2. Inicjacja procesu apoptozy za pośrednictwem  
receptorów śmierci

Sygnał do rozpoczęcia apoptozy może być rów­
nież związany z aktywacją receptorów śmierci DR 
(ang. death receptor) należących do nadrodziny TNF

(czynnik martwicy nowotworu, ang. tum or necrosis 
fa c to r ) [12, 31, 32]. Prowadzi to do bezpośredniej 
aktywacji kaskady kaspaz: kaspazy 8 , kaspazy 3, ka­
spazy 6  i kaspazy 7 [56]. Do nadrodziny TNF należą 
takie receptory jak  TNF-R1, Fas (Apo-1), DR3, 
DR4, DR5 i D R 6 . Wszystkie wymienione receptory 
zawierają specyficzną domenę śmierci DD (ang. de­
ath domain) [31, 32]. Związanie Uganda powoduje 
trimeryzację białka receptorowego [19, 31, 32, 57], 
skutkiem czego jego region cytoplazmatyczny za­
wierający domeny śmierci przekazuje sygnał po­
przez wiązanie białek adaptorowych jak  np. FADD 
[białka związanego z domenami śmierci Fas (ang. 
F as-associated  death dom ain )] [31, 32] lub MORT1 
[białka 1 pośredniczącego w toksyczności induko­
wanej przez receptory (ang. m ediator o f  receptor-in­
duced toxicity)] [19]. Białka adaptorowe, przy­
łączając prokaspazę 8 , tworzą kompleks DISC indu­
kujący sygnał śmierci komórki (ang. Death Inducing  
Signaling Complex) [37]. Na skutek zmian konfor- 
macyjnych wywołanych oligomeryzacją prokaspazy 
8  w tym kompleksie dochodzi do jej proteolitycznej 
autoaktywacji [31, 32, 36, 37, 40], W niektórych 
przypadkach kaspaza ta może być werbowana bezpo­
średnio przez receptor śmierci [32], Istotną rolę w 
aktywacji prokaspazy 8  odgrywa również ATP. K a­
spaza 8  uczestniczy bezpośrednio w aktywacji ka­
spazy 3 [40, 58], co prowadzi do kaskadowej aktyw a­
cji kolejnych kaspaz i w efekcie końcowym do opisa­
nych wyżej etapów degradacji komórki (Ryc. 2).

F u 1 d a i wsp. w skazują na rolę systemu: ligand 
receptora CD95/receptor CD95 jako kluczowego w 
inicjacji apoptozy indukowanej lekami w niektórych 
komórkach białaczkowych oraz komórkach guzów 
litych [59].

III-3. Rola ceramidów w procesie apoptozy

Ważną rolę w przekazywaniu sygnału ini­
cjującego apoptozę zarówno poprzez szlak mito- 
chondrialny, jak  i związany z aktywacją receptorów 
śmierci, odgrywają ceramidy [20]. Uważane są one 
za wtórny przekaźnik sygnału apoptozy [60, 61]. Jest 
to klasa lipidów, które prom ują ujemne wygięcie 
(ang. negative curvature) błony mitochondrialnej 
[62], podobnie jak  białko tBid [34] oraz uwalnianie 
cytochromu c do cytoplazmy [62]. M ogą one rów ­
nież aktywować kaspazy, szczególnie kaspazę 3 
[20].

Aktywacja kinazy białkowej C osłabia zdolność 
ceramidu do indukcji apoptozy, ale nie osłabia in ­
nych odpowiedzi na ceramidy (np. zdolności do za ­
hamowania cyklu komórkowego) [63].
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Ceramidy m ogą być syntetyzowane de novo  (w 
odpowiedzi na działanie np. T N F -a ,  aktywacji re­
ceptora CD95, ceramidu o sześciowęglowym łańcu­
chu, cytarabiny Ara-C) (Ryc. 2) lub powstawać na

Ryc. 2. Schemat szlaku indukcji apoptozy poprzez aktywacją recepto­
rów śmierci: Apaf-1 — czynnik 1 aktywujący proteazy w pro­
cesie apoptozy, ER — retikulum endoplazmatyczne; FADD — 
białko związane z domenami śmierci Fas, FAN — białko akty­
wujące sfingomielinazą, DR — receptor powierzchniowy z ro­
dziny receptorów śmierci, L — ligand receptora śmierci, SM — 
sfingomielina (wg [14, 31], zmodyfikowano).

drodze hydrolizy sfingomielin (obecnych w w ew ­
nętrznej warstwie błony cytoplazmatycznej) w odpo­
wiedzi na działanie chemioterapeutyków (np. antra- 
cyklin, paklitakselu, etopozydu oraz alkaloidów bar­
winka) [20] lub w wyniku stresu oksydacyjnego [33].

C h a 1 f  a n t i wsp. podają, że w komórkach Jurkat 
oraz A549 synteza ceramidu de novo, zachodząca 
wskutek aktywacji receptora Fas, wywołuje defosfo- 
rylację białek bogatych w serynę/argininę SR (ang. 
serine/arginine-rich p ro te in s), będących specyficz­
nymi substratami fosfatazy białkowej PP1, które 
biorą udział w syntezie białek uczestniczących w 
apoptozie [64].

Hydroliza sfingomielin zachodzi poprzez aktywa­
cję białka FAN za pośrednictwem zaktywowanego 
receptora śmierci TNF-R1, co prowadzi do uczyn­
nienia sfingomielinazy [20, 61]. Obecność aktywnej 
sfingomielinazy stwierdzono również w jądrze hepa- 
tocytów oraz w błonie komórkowej [65]. Hydroliza 
sfingomielin obecnych w warstwie wewnętrznej 
błony cytoplazmatycznej powoduje utratę jej asym e­
trii, co prowadzi do kolejnych zmian w strukturze 
dwuwarstwy błony i w dalszej konsekwencji do poja­
wienia się na powierzchni komórki fosfatydylosery- 
ny, będącej jednym  z w yznaczników apoptozy [2 0 ].

Nie zawsze jednak  tak się dzieje. Opisano bowiem 
przypadki, gdy hydroliza sfingomielin nie prowa­
dziła do apoptozy [20]. Jak sugerują O g r e t m e n i 
H a n n u n ,  istotne znaczenie dla odpowiedzi na 
powstający ceramid ma umiejscowienie sfingomieli­
nazy w odpowiednim przedziale komórki [20]. Auto­
rzy ci wskazują, że ceramidy syntetyzowane de novo 
na skutek działania takich czynników wywołujących 
apop tozę jak  TNF, zlokalizowane są w retikulum en- 
doplazmatycznym, aparacie Golgiego oraz w 
błonach jądrow ych i wyw ołują  inne mechanizmy 
efektorowe apoptozy niż ceramidy powstające z hy­
drolizy sfingomielin.

III-4. Rola białka p53 w regulacji procesu apoptozy

W regulacji procesu apoptozy istotną rolę odgry­
wa również białko p53. Jest to czynnik transkrypcyj- 
ny modulujący ekspresję genów, kodujących białka 
uczestniczące w regulacji cyklu komórkowego oraz 
w procesie apoptozy (np. Fas, Bax, receptorów 
śmierci) [32, 6 6 ]. Na skutek stresu (np. uszkodzenia 
DNA) następuje fosforylacja i stabilizacja p53 [32]. 
Wiadomo, że białko p53 odgrywa bardzo ważną rolę 
w zatrzymaniu cyklu komórkowego w celu naprawy 
DNA [32] lub skierowaniu komórki na drogę apopto­
zy w odpowiedzi na jej nieodwracalne uszkodzenia 
wywołane różnymi czynnikami, zarówno fizyczny­
mi jak  i chemicznymi, np. promieniowaniem jon i­
zującym, hipoksją, aktywacją onkogenów czy dzia­
łaniem leków przeciwnowotworowych [8 , 53].

Uważa się, że p53 może hamować ekspresję nie­
których ważnych genów procesu apoptozy, jak  np. 
genu kodującego białko Bcl2 oraz genów ko­
dujących cząsteczki proapoptotyczne jak  białka Bax 
i CD95 [58]. Stwierdzono również, że białko p53 
może współuczestniczyć w indukowaniu aktywacji 
kaspaz [53].

Istnieją również doniesienia, że białko p53 działa 
regulująco nie tylko na białka proapoptotyczne z ro­
dziny Bcl2 (Bax, Bak, Noxa), białko Aip-1 oraz re­
ceptory śmierci, ale reguluje również zajście dal­
szych etapów apoptozy wpływając na regulację eks­
presji genów kodujących takie białka jak  np. Apaf-1 i 
kaspaza 6  [67]. p53 uczestniczy również w transpor­
cie receptorów śmierci do zewnętrznej powierzchni 
błony komórkowej, działa bezpośrednio w mito- 
chondriach oraz reguluje translację [17].

Dogłębne przedstawienie roli białka p53 w proce­
sie apoptozy nie stanowi przedmiotu niniejszej pra­
cy. Istnieje na ten temat bardzo bogate piśmiennic­
two, gdzie zainteresowany Czytelnik znajdzie szcze­
gółowe informacje [68-72].
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IV. Wykształcanie oporności komórek 
nowotworowych na stosowane leki

Główną przeszkodą w skutecznym leczeniu cho­
rób nowotworowych jes t  wykształcanie oporności 
komórek nowotworowych na działanie leków [19, 
51, 73]. Opisano kiłka mechanizm ów wykształcania 
oporności komórek nowotworowych. Do najważ­
niejszych z nich należą:
—  zmiany w transporcie kom órkowym , związane z 

nadekspresją pomp zależnych od ATP, które eks­
portują związki przeciwnowotworowe poza ko­
mórkę [74],

—  zmiany w wewnątrzkomórkowej dystrybucji 
leku, związane ze zw iększonym  zatrzymywaniem 
związków przeciwnowotworowych w organel­
lach wewnątrzkomórkowych (np. lizosomach), co 
uniemożliwia uzyskanie wystarczającego stęże­
nia leku w okolicy jego  celu m olekularnego (np. 
jądrowego DNA) [75],

—  zmiany strukturalne celów m olekularnych dla 
związków przeciwnowotworowych, związane 
m.in. z modyfikacjami konformacyjnymi DNA i 
topoizomerazy II, zmianami w systemach napra­
wy uszkodzeń DNA, a także w przepuszczalności 
otoczki jądrowej [76-78],

—  wzrost stężenia enzymów obronnych (głównie za­
leżnych od głutationu), co prowadzi do zwiększe­
nia aktywności szlaków neutralizacji i usuwania 
związków przeciwnowotworowych poprzez np. 
zwiększenie aktywności szlaku fosfopentozowe- 
go czy zmiany w m etabolizmie głutationu [79],

—  hamowanie apoptozy [80].
Wyróżnić można oporność p ierw otną komórek 

nowotworowych występującą jeszcze  przed ich kon­
taktem z lekami oraz oporność nabytą tj. pojawiającą 
się dopiero w trakcie stosowania chemioterapii [73, 
81].

IV-1. Oporność wielolekowa komórek nowo­
tworowych

Wśród opisanych mechanizm ów oporności komó­
rek nowotworowych szczególnie trudnym proble­
mem jest oporność w ielolekowa MDR. Jest to bo­
wiem rodzaj oporności, który powoduje utratę ak­
tywności przeciwnowotworowej większości stoso­
wanych leków, często n iespokrewnionych chemicz­
nie i o różnych mechanizmach działania. Stwierdzo­
no na przykład, że komórki nowotw orow e traktowa­
ne aktynomycyną D (mechanizm działania —  inter- 
kalacja do DNA) wykształcają oporność nie tylko na 
ten związek, lecz również na doksorubicynę i dauno-

rubicynę (interkalacja i sieciowanie DNA, ham owa­
nie topoizomerazy II), a także na alkaloidy z barwin­
ka (hamowanie tworzenia mikrotubul) [82, 83],

W komórkach o oporności wielolekowej MDR 
dochodzi do nadekspresji białek błonowych ABC 
(m.in. glikoproteiny P oraz białka MRP1), które są 
odpowiedzialne za eksport substancji z komórki 
wbrew gradientowi stężeń, wykorzystując do tego 
celu energię pochodzącą z hydrolizy ATP [84-87]. W 
konsekwencji dochodzi do istotnego obniżenia aku­
mulacji leku w komórce opornej, co uniemożliwia 
uzyskanie efektu terapeutycznego. Białka te w ystę­
pują również w prawidłowych komórkach. Wysoki 
poziom glikoproteiny P stwierdza się między innymi 
w komórkach nerek, kory nadnerczy, płuc, śledziony, 
żołądka, mózgu i limfocytach człowieka. Fizjolo­
giczną funkcją glikoproteiny P jes t  również 
współudział w tworzeniu bariery „krew-m ózg”, 
chroniącej mózg przed związkami toksycznymi. 
Białko MRP1 występuje jeszcze powszechniej w ko­
mórkach organizmu człowieka. Fizjologiczną funk­
cją tego białka jes t transport metabolitów i usuwanie 
z komórek substancji obcych. Są one eksportowane 
najczęściej w postaci koniugatów z glutationem lub 
kwasem glukuronowym [8 8 , 89]. W prawidłowych 
komórkach poziom glikoproteiny P i białka MRP1 
nie jes t  wysoki, natomiast w przypadku komórek no­
wotworowych o oporności wielolekowej M D R do­
chodzi do silnej nadekspresji tych białek. Stwierdzo­
no na przykład zw iększoną ekspresję glikoproteiny P 
w niektórych komórkach białaczek, nowotworów 
jajnika i piersi oraz w niektórych komórkach mięsa- 
ków [81]. Nadekspresję MRP1 wykazano natomiast 
w komórkach drobnokomórkowego raka płuc [73]. 
Niedawno wskazano również na rolę innego białka 
należącego do rodziny transporterów ABC, białka 
BCRP (ang. breast cancer resislancepro te in ), w w y­
kształcaniu oporności wielolekowej komórek nowo­
tworowych. Wysoki poziom białka BCRP stwierdzo­
no w niektórych komórkach nowotworow ych opor­
nych na działanie mioksantronu, doksorubinycy i 
daunorubicyny, w których nie obserwowano nadeks­
presji glikoproteiny Poraź  białka MRP1 [81,90]. B a­
dane komórki z nadekspresją białka BCRP były bar­
dziej oporne na mitoksantron i topotekan niż kom ór­
ki nowotworowe wykazujące nadekspresję glikopro­
teiny P [81].

Mechanizmy funkcjonowania białek transpor­
tujących ABC i sposób wiązania przez nie chemiote- 
rapeutyków są mało poznane. Jednym z najbardziej 
intrygujących pytań pozostaje problem wyjątkowo 
niskiej specyficzności substratowej pom p ekspor­
tujących ABC. Białka te usuw ają bowiem  z komórki
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związki lipofilowe o bardzo zróżnicowanej budowie 
chemicznej i odmiennych mechanizmach działania 
[91 ,92] .

Wyniki badań ostatnich lat wskazały również na 
rolę innych białek, nie należących do rodziny trans­
porterów ABC, w wykształcaniu oporności wielole- 
kowej komórek nowotworowych. Jednym z nich jest 
białko LRP (ang. lung resistance-related pro te in ), o 
wysokim stopniu homologii z białkami krypt. Z tego 
powodu przypuszcza się, że bierze udział w transpor­
cie substancji przez pory jądrow e [73, 81]. Wysoki 
poziom tego białka jes t  charakterystyczny dla kom ó­
rek biorących udział w procesach wydzielania i w y­
dalania oraz tkanek szczególnie narażonych na 
działanie leków i toksyn [73, 81]. Białko LRP może 
być zaangażowane w transport wewnątrzkom órko­
wy receptorów steroidów: progesteronu, estrogenu i 
glikokortykosteroidów. Nadekspresję LRP stwier­
dzono również w niektórych komórkach nowotworo­
wych opornych na doksorubicynę, winkrystynę, eto­
pozyd i taksol [93]. Fenotyp oporności związany z 
nadekspresją LRP wynika prawdopodobnie ze zm ie­
nionej dystrybucji wewnątrzkomórkowej leków 
przeciwnowotworowych wskutek ich efektywnego 
transportu z jądra komórkowego.

V. Mechanizmy hamowania apoptozy w 
komórkach nowotworowych opornych 
na działanie leków

Mechanizmy oporności komórek nowotworo­
wych m ogą być związane z zaburzeniem pra­
widłowego działania białka p53 [6 6 ]. Dochodzi 
wówczas do zakłócenia regulacji ekspresji niektó­
rych ważnych genów kodujących cząsteczki proapo- 
ptotyczne, jak  białka Bax i CD95 [58], oraz genów 
kodujących czynniki antyapoptotyczne np. białko 
Bcl-2. Istotną rolę w hamowaniu apoptozy w kom ór­
kach nowotworowych odgrywają białka z rodziny 
Bcl-2. W wielu typach nowotworów dochodzi do na- 
dekspresji białek z tej rodziny prowadzącej do za­
chwiania równowagi pomiędzy białkami proapopto- 
tycznymi i antyapoptotycznymi [37] na korzyść 
białek hamujących apoptozę, jak  np. Bcl-2, Bcl-XL 
[94]. Stwierdzono również, że hamowanie apoptozy 
w komórkach nowotworowych może być związane z 
mutacjami w genach kodujących białka proapopto- 
tyczne m.in. genu kodującego białko Bax [95] oraz 
genu kodującego białko Bak [96].

Wśród czynników związanych z opornością ko­
mórek nowotworowych na działanie leków wym ie­
nia się również białka hamujące apoptozę IAP (ang. 
inhibitory o f  apop tosisproteins) w tym białka c-IAP.

Wykazano, że c -IA P -1 i c-IAP-2 mogą wiązać się z 
TR A FI i TRAF2 tj. czynnikami związanymi z recep­
torem śmierci T N F -a  (ang. TN F -a receptor associa- 
ted fa c to r),  co prowadzi do tłumienia sygnału apop­
tozy [97]. Stwierdzono również, że białka c-IAP 
m ogą oddziaływać z kaspazą 3 i kaspazą 7, hamując 
ich proteolityczną aktywację [98].

Na inną drogę „ucieczki” komórek nowotworo­
wych przed apoptozą w skazują K i m  i wsp. Stwier­
dzili oni w  swoich badaniach, że białka FLIP są sil­
nymi inhibitorami apoptozy indukowanej przez ak­
tywację receptorów śmierci z rodziny TNF. Białka 
FLIP w iążą się z białkami adaptorowymi (FADD), 
przez co zakłócają etap aktywacji kaspaz, przede 
wszystkim etap autoaktywacji kaspazy 8 . Stwierdzo­
no, że białka FLIP zakłócają wczesne etapy apoptozy 
poprzez hamowanie przekazywania sygnału przez 
receptory TRAIL [99].

Komórki nowotworowe unikają wejścia na drogę 
apoptozy również poprzez uniemożliwienie aktywa­
cji kaspazy 9, nie dopuszczając do utworzenia apop- 
tosomu. Hamowanie tworzenia się apoptosomu 
może być spowodowane nadmierną metylacją genu 
A paf-J  [37] oraz wzrostem poziomu białek szoku 
cieplnego HSP (ang. heat shock protein). Stwier­
dzono bowiem, że białko HSP27 ma zdolność w iąza­
nia się z cytochromem c, natomiast HSP70 i HSP90 
tworzą kompleksy z białkiem A p a f-1, przez co unie- 
m ożliw iają jego  oligomeryzację i nie dopuszczają do 
aktywacji prokaspazy 9 [37]. R a v a g a n i wsp. w y­
kazali również, że białko HSP70 może hamować ak­
tywność czynnika AIF, a zatem może wpływać na de- 
gradacyjną fazę procesu apoptozy niezależną od ka­
skady aktywacji kaspaz [ 1 0 0 ],

Hamowanie apoptozy w komórkach nowotworo­
wych może być również związane ze zwiększoną 
ekspresją kinazy AKT (kinazy białkowej B -  PKB), 
która przeprowadza reakcje fosforylacji prowadząc 
do hamowania aktywności ważnych białek procesu 
apoptozy takich jak  Bad, prokaspaza 9 oraz p53 [37], 
Fosforylacja białka Bad na przykład hamuje tworze­
nie heterodimerów tego białka z Bcl-2 oraz Bcl-XL 
prowadząc do hamowania apoptozy [37]. Fosforyla­
cja prokaspazy 9 hamuje natomiast jej autoaktywa- 
cję. Po przedostaniu się kinazy AKT do jądra kom ór­
kowego, katalizuje ona fosforylację ligazy ubikwity- 
nowej Mdm2. W wyniku tego dochodzi do łączenia 
się ufosforylowanej formy ligazy z białkiem p53 
przyczyniając się do jego  degradacji [37]. AKT akty­
wuje również czynnik jądrow y k B  (NF-kB) [37].

N F-kB jes t  czynnikiem transkrypcyjnym, który 
również może odgrywać istotną rolę w hamowaniu 
apoptozy w niektórych typach komórek nowotworo­
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wych. W komórkach będących w fazie spoczynko­
wej czynnik ten znajduje się w cytoplazmie, gdzie 
tworzy kompleks z białkami hamującymi I-kB, co  

zapobiega wnikaniu N F-kB  do jądra  komórkowego. 
Przypuszcza się, że I-kB-o. odpowiada również za 
eksport NF-kB z jądra  do cytoif|azmy [37].

Stwierdzono, że czynnik NF-kB wiąże się z róż­
nymi miejscami DNA, zwanymi miejscami kB, sty­
mulując transkrypcję białek odpowiedzialnych za 
ochronę przed apoptozą jak  np. IAP, c-FLIP, białek 
antyapoptotycznych z rodziny Bcl-2 (np. Bcl-XL), 
białek adaptorowych (TRAF-1, TRAF-2) i innych 
[37]. Stwierdzono jednak  jednocześnie, że NF-kB 
może również indukować transkrypcję białek pro- 
apoptotycznych takich jak  receptor Fas, jego ligand 
(Fas-L) oraz receptory śmierci DR4, DR5 i DR 6  

[37].
Aktywacja czynnika jądrow ego kB zwiększa 

oporność komórek nowotw orow ych na apoptozę 
wywoływaną działaniem radioterapii oraz chemiote­
rapii [37]. Czynnik N F-kB jes t  aktywowany między 
innymi pod wpływem stosowania takich chemiotera- 
peutyków jak  taksol, doksorubicyna, daunorubicyna, 
etopozyd, wikrystyna, w inblastyna oraz kamptotecy- 
na [101]. Zwiększona jego  aktywność może również 
prowadzić w obecności tych leków do zwiększonej 
ekspresji genu m d rl  [42].

Pojawiają się również doniesienia, że hamowanie 
apoptozy w komórkach nowotw orow ych może być 
związane ze zmianami m etabolizmu ceramidu [ 1 0 2 , 
103]. Dużą rolę w nabywaniu oporności na apoptozę 
przez komórki nowotworowe przypisuje się syntazie 
glukozyloceramidowej (przekształcającej ceramid 
do glukozyloceramidu) [20]. Wykazano, że nadeks-

presja tego enzymu wywoływała zjawisko oporności 
na apoptozę w komórkach nowotworu piersi MCF-7 
[94].

Do rzadziej obserwowanych mechanizmów ha­
mowania apoptozy w komórkach nowotworowych 
należą m.in. brak występowania białka A p a f-1 w ko­
mórkach czerniaka, inaktywacja kaspazy 8  w kom ór­
kach nerwiaków oraz inaktywacja bądź zmniejszona 
ekspresja białek receptorowych (receptorów śmier­
ci) [17].

V -l .  Hamowanie apoptozy w komórkach nowotwo­
rowych o oporności wielolekowej

Coraz więcej danych wskazuje na istotny udział 
białek transportujących ABC w hamowaniu apopto­
zy w komórkach nowotworow ych o oporności wielo­
lekowej [19, 29, 30, 52, 90, 97, 104-113], Niektórzy 
autorzy sugerują nawet, że rola glikoproteiny P jako 
inhibitora apoptozy w tych komórkach jest znacznie 
większa niż jako pompy eksportującej leki przeciw- 
nowotworowe [104].

Sugeruje się, że ze względu na bardzo szerokie 
spektrum substratowe glikoproteiny P i jej udowod­
nioną zdolność do usuwania białek np. interleuki- 
ny-2, interleukiny-4 i interferonu [110], pompa ta 
może usuwać z komórek opornych bądź to kaspazy, 
bądź też inne kluczowe czynniki niezbędne do prze­
prowadzenia fazy egzekutorowej apoptozy [108]. 
Twierdzi się także, że hamowanie apoptozy w ko­
mórkach o oporności wielolekowej może być 
związane z obniżaniem wewnątrzkomórkowego po­
ziomu ATP, niezbędnego do aktywacji określonych 
etapów apoptozy, m.in. aktywacji kaspazy 8 , tworze-
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Ryc. 3. Schemat hamowania procesu apoptozy w komórkach nowotworowych o oporności wielolekowej, związanego z uwalnianiem czynników mito- 
chondrialnych: AIF — czynnik indukcji apoptozy, DFF — czynnik fragmentacji DNA, EndoG — endonukleaza G, P-gp — glikoproteina P (na 
podstawie [14, 24, 27, 31, 40]).
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nia aktywnej formy apoptosomu, niezbędnej do akty­
wacji kaspazy 3, ATP-zależnego transportu czynnika 
indukcji apoptozy AIF z cytoplazmy do jądra kom ór­
kowego oraz aktywacji czynnika fragmentacji DNA 
(DFF) [111, 112]. Istnieją również doniesienia, że 
glikoproteina P może indukować wzrost wewnątrz­
komórkowego pH, co prowadzi do zahamowania ak­
tywności kaspaz, które są wrażliwe na zmiany pH 
[112, 113]. Alkalizacja środowiska w ewnątrzkom ór­
kowego związana jes t  z tym, że glikoproteina P indu­
kuje szlak transportu protonów zależny od N a+ i Cl' 
(Ryc.3) [111]. Stwierdzono jednocześnie, że nadeks- 
presja glikoproteiny P w komórkach nowotworo­
wych o oporności wielolekowej nie chroni przed 
apoptozą niezależną od kaspaz, wywoływaną przez 
białka tworzące pory —  perforyny, granzym B, prze­
ciwciała anty-CD2 oraz inhibitor kinazy białkowej C 
—  staurosporynę [29, 30].

Udział glikoproteiny P w hamowaniu apoptozy w 
komórkach nowotworowych o oporności wieloleko­
wej może być również związany z zaangażowaniem 
tego białka w transport „flip-flop” lipidów błono­
wych. Prowadzi to do istotnych zmian w dostępności 
sfingomielin dla sfingomielinazy, odpowiedzialnej 
za ich hydrolizę do ceramidu tj. czynnika stymu­
lującego apoptozę [107-109]. Ze względu na zmianę 
rozmieszczenia lipidów w strukturze błony cytopla­
zmatycznej może również dochodzić do zaburzeń w 
przekazywaniu sygnału związanego z aktywacją re­
ceptorów śmierci (Ryc. 4).

VI. Próby przywracania apoptozy w komór­
kach nowotworowych opornych 
na działanie leków

Jednym z ważniejszych celów chemioterapii no­
wotworów jest opracowanie skutecznych strategii 
przywracania komórkom opornym na działanie le­
ków zdolności do wejścia na drogę programowanej 
śmierci [114]. Jakkolwiek opracowywane i testowa­
ne są różnorodne strategie, wiele z nich niestety za­
wodzi [6 6 , 115]. Próba w pływania bezpośrednio na 
proces apoptozy wym aga bowiem precyzyjnego 
„trafienia” we właściwy cel molekularny, by uniknąć 
niekontrolowanego niszczenia komórek [32],

Prace przeprowadzone w zespole A . Vo 11 m a r 
wykazały właściwości proapoptotyczne ajoenu w y­
stępującego w dużych ilościach w naturalnych pro­
duktach m.in. w czosnku, cebuli i brokułach [116, 
117]. Wykazano, że związek ten był zdolny do 
wywołania apoptozy w kom órkach białaczkowych 
hodowanych in vitro oraz u pacjentów chorych na 
białaczkę. Jednocześnie stwierdzono, że nie 
wywoływał on apoptozy w mononuklearnych ko­
mórkach krwi obwodowej ludzi zdrowych [116, 
117]. Autorzy tych badań sugerują, że działanie ajo­
enu polega na zwiększaniu przepuszczalności błony 
mitochondrialnej, co prowadzi do uwolnienia cyto- 
chromu c (już po 4 godzinach inkubacji) i kaskady 
aktywacji kaspaz [117]. Stwierdzili oni jednocześ­
nie, że przywracanie zdolności komórek nowotworo­
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Ryc. 4. Schemat hamowania procesu apoptozy w komórkach nowotworowych o oporności wielolekowej, związanego z aktywacją receptorów śmierci: 
Apaf-1 — czynnik 1 aktywujący proteazy w procesie apoptozy, ER — rctikulum endoplazmatyczne, FADD —  białko związane z domenami 
śmierci Fas, FAN — białko aktywujące sfingomiclinazą, DR — receptor powierzchniowy z rodziny receptorów śmierci, L — ligand receptora 
śmierci, P-gp — glikoproteina P, SM — sfingomielina (na podstawie [14, 27, 31, 40]).
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wych do apoptozy przez ajoen może być specyficzne 
tylko dla komórek białaczkowych, gdyż zaobserwo­
wano, że komórki mięsaków były niewrażliwe na 
działanie tego związku [116]. Stwierdzono również 
podobne działanie helenaliny w przypadku komórek 
T w białaczce typu Jurkat. Wykazano, że helenalina 
powoduje permeabilizację błony mitochondrialnej i 
w konsekwencji stymuluje indukcję apoptozy [114].

M i n k o  i wsp. wskazali również na możliwość 
zablokowania antyapoptotycznego działania białek z 
rodziny Bcl-2. Autorzy ci wykazali w swoich bada­
niach, że krótkie peptydy homologiczne do domeny 
BH3 białek Bcl-2 zwiększały skuteczność doksoru- 
bicyny poprzez hamowanie antyapoptotycznego 
działania tych białek [51].

Innym kierunkiem prac zmierzających do przy­
wrócenia apoptozy w komórkach opornych na 
działanie leków przeciwnowotworowych jes t znale­
zienie związków aktywujących kinazę białkową 
PKC, która bierze udział w przekazywaniu sygnału 
apoptozy [118]. Przesunięcie PKC do mitochon­
drium jest niezbędne do uwolnienia cytochromu c do 
cytoplazmy. Wykazano dla komórek linii HeLa, że 
ekspresja aktywnej formy PKC była czynnikiem w y­
starczającym do zapoczątkowania apoptozy [118].

Obiecującą m etodą przywracania zdolności do 
apoptozy może być również wpływ na szlaki aktywa- 
cji receptorów śmierci [6 6 , 99]. Zdaniem C u e 11 o i 
wsp. bardzo zachęcające są dane eksperymentalne 
świadczące o tym, że ligand TRAIL odpowiadający 
za aktywację receptora TNF wywołuje program o­
waną śmierć komórek w różnych liniach komórek 
nowotworowych [6 6 ], natomiast nie powoduje apop­
tozy w komórkach zdrowych [99]. Jednoczesne po­
dawanie TRAIL i doksorubicyny (DOX) skutkuje sy- 
nergistycznym pobudzeniem apoptozy w różnych li­
niach komórkowych raka ja jn ika [6 6 ]. Uważa się, że 
obserwowany efekt synergistyczy związany jest z 
jednoczesnym aktywowaniem kaspazy 8 , kaspazy 1 0  

i kaspazy 3 przez TRAIL, co z kolei pozwala na ob­
niżenie stosowanego klinicznie stężenia doksorubi­
cyny oraz TRAIL i w konsekwencji obniżenie efektu 
toksycznego stosowanej chemioterapii [6 6 ].

Prace K i m i wsp., mające na celu przywracanie 
apoptozy w komórkach nowotworowych, oparte są 
na poznanej funkcji białka FLIP, polegającej na jego 
wiązaniu się z białkami adaptorowymi i prokaspaza- 
mi przez co dochodzi do zakłócenia w przekazaniu 
sygnału śmierci za pośrednictwem TRAIL [99]. 
S ilnąnadekspresję genu kodującego białko FLIP w y­
kazano w przypadku niektórych typów komórek no­
wotworowych. Założono zatem, że obniżenie ilości 
tego białka mogłoby przywrócić wrażliwość kom ó­

rek nowotworowych na czynniki indukujące apopto­
zę poprzez ligand TRAIL. Stwierdzono, że naturalni 
agoniści PPAR (ang. peroxisom e pro lifera tor-ac- 
tivated receptor) oraz syntetyczne modulatory białka 
FLIP (w tym tiazolidienodiony i triterpenoidy), od- 
działywując z niezidentyfikowanym jeszcze na razie 
celem komórkowym, obniżają poziom białka FLIP, 
co przywraca zdolność komórki do wejścia na drogę 
apoptozy [99].

Prowadzone są również badania mające na celu 
modyfikowanie metabolizmu sfingolipidów [2 0 ]. 
Wydaje się, że dobre rezultaty może dać połączenie 
działania chemioterapeutyków z czynnikami ha­
mującymi przekształcanie ceramidu [20]. W przy­
padku komórek nerwiaka stwierdzono na przykład 
silny efekt synergistycznego działania cytotoksycz- 
nego N-(4-hydroksyfenylo)retinamidu ze związkiem 
będącym modulatorem metabolizmu ceramidu np. 
L-treo-dihydrosfingozyną, d, 1 - treo-1 -fenylo-2-hek- 
sadekanoiloam ino-3-m orfolino-1 -propanolem lub 
tamoksifenem [119]. M e t h a  i wsp. wykazali rów ­
nież, że jednoczesne podanie ceramidu C 6  i paklitak- 
selu istotnie zwiększyło ilość komórek płaskoko- 
mórkowego raka głowy i szyi będących w fazie S 
i/lub G2-M cyklu komórkowego [120]. Stwierdzono 
również, że u myszy, którym wszczepiono ludzkie 
komórki nowotworowe HT29, dożylne podawanie 
sfingomielin podczas terapii 5-fluorouracylem 
wzmagało silnie efekt terapeutyczny [121], W ykaza­
no jednocześnie, że sfingolipidy zawarte w pożyw ie­
niu mogą przeciwdziałać rakowi okrężnicy oraz ro­
dzinnej polipozie gruczolakowatej [2 0 ].

Innym celem w próbach pokonania oporności ko­
mórek nowotworowych na apoptozę jest hamowanie 
aktywności czynnika jądrow ego kB. Stwierdzono na 
przykład, że zahamowanie aktywności NF-kB 
wywołane disulfiramem zwiększało skuteczność te­
rapii 5-fluorouracylem w przypadku linii kom órko­
wej ludzkiego nowotworu okrężniczo-odbytniczego 
[122]. Należy podkreślić, że w hamowaniu aktywno­
ści NF-kB, podejmuje się różne strategie działania, 
między innymi: i) blokowanie degradacji proteaso- 
mów IkB stosując inhibitory proteasomów, ii) b loko­
wanie fosforylacji IkB poprzez działanie np. nieste- 
roidowych środków przeciwzapalnych, trójtlenku ar­
senu oraz tlenku azotu, iii) hamowanie translokacji 
NF-kB do jądra, iv) hamowanie wiązania NF-kB z  

DNA, v) stosowanie związków o działaniu antyutle- 
niającym jak  kurkumina, glutation oraz witamina C, 
vi) modyfikacje białek uczestniczące w szlaku akty­
wacji NF-kB, vii) hamowanie NF-kB poprzez zw ię­
kszanie ekspresji genu IkB wprow adzonego z uży­
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ciem wektorów w postaci zmodyfikowanych adeno- 
wirusów [37].

VI-1. M odulacja aktywności białek eksportujących  
odpowiedzialnych za wykształcanie oporności 
wielolekowej

Wiele badań nad pokonaniem problemu oporności 
wielolekowej kom órek nowotworowych koncentruje 
się na poszukiwaniu specyficznych modulatorów 
białek eksportujących MDR. Do chwili obecnej po­
znano kilka grup związków, które wykazują aktyw­
ność w m odulowaniu transportu aktywnego z 
udziałem glikoproteiny P, między innymi grupę blo- 
kerów kanałów wapniowych a wśród nich werapa- 
mil, immunosupresyjny cykliczny peptyd —  cyklo- 
sporynę A, inhibitory kalmoduliny (np. trifluorope- 
razyna, tioridazyna), alkaloidy indolowe (np. chini­
na, rezerpina), fenotiazyny, chinidynę, diaryloimida- 
zol OC144-093 i inne [123-129]. W literaturze znane 
są również modulatory funkcjonowania białka 
MRP1: m.in. analog leukotrienu LTD4 —  MK571,
S-decyloglutation, inhibitor białkowej kinazy C —  
bisindolilomaleimid GF 109203X, analog pirydyny 
—  PAK-104P, benzotiofen LY329146, antagonista 
receptora leukotrienu LTC4 —  O N O -1078 oraz 
związek antyprogestatynowy RU486 [129-133].

Od kilku lat trwają badania z wykorzystaniem po­
chodnej cyklosporyny, PSC833 w przywracaniu apo- 
ptozy w komórkach nowotworowych o oporności 
wielolekowej [61, 134]. B e z o m b e s  i wsp. w yka­
zali, że w obecności PSC833 dochodziło do przywra­
cania apoptozy w komórkach KG la  poddanych 
działaniu czynnika martwicy nowotworu T N F -a  
[49]. Należy zaznaczyć, że wybrane do badań ko­
mórki KG la  charakteryzowały się wysoką oporno­
ścią na T N F -a .  Wydaje się, że działanie PSC833 
może być dwojakie: 1) wpływ na zwiększenie puli 
zdolnych do hydrolizy sfingomielin w wewnętrznej 
warstwie błony cytoplazmatycznej oraz 2) przywró­
cenie stymulacji sfingomielinazy zależnej od 
TN F-a. Oba te mechanizmy prowadzą w konse­
kwencji do wejścia komórki na drogę apoptozy [61].

Wykazano także zdolność chininy i jej analogów, 
znanych modulatorów aktywności glikoproteiny P, 
do „odwracania” oporności wielolekowej komórek 
nowotworowych. Stwierdzono również zdolność 
analogu chininy, cinchoniny do przywracania apop­
tozy w komórkach białaczki mysiej P388 [57]. Wy­
kazano jednocześnie, że podawanie komórkom 
10pM cinchoniny zwiększało cytotoksyczność dok- 
sorubicyny wobec linii opornej na tę antracyklinę,

natomiast nie wywoływało wzrostu aktywności dok- 
sorubicyny w stosunku do linii wrażliwej [57].

Ponieważ wykazano istotną rolę kinazy białkowej 
C (PKC) w fosforylacji glikoproteiny P, co jes t nie­
zbędne dla jej zdolności do aktywnego eksportu le­
ków z komórek nowotworowych, wskazuje się rów ­
nież na istotną rolę terapii z wykorzystaniem anty- 
sensownych oligonukleotydów hamujących ekspre­
sję genu kodującego PKC jako szansy na przywraca­
nie apoptozy w komórkach opornych [118].

VII. Podsumowanie

Aby opracować skuteczną metodę przywracania 
aktywności leków przeciwnowotworowych w sto­
sunku do komórkach nowotworowych opornych na 
ich działanie należy gruntownie poznać mechanizmy 
hamowania apoptozy w tych komórkach. Ze względu 
na różnorodność szlaków prowadzących finalnie do 
programowanej śmierci komórki wydaje się, że naj­
lepsze efekty m ogą dać próby stosowania terapii 
łączonych polegających na jednoczesnym  podaw a­
niu kilku czynników wpływających na różne etapy 
procesu apoptozy.

Obok prac mających na celu przywrócenie aktyw­
ności ważnych klinicznie leków przeciwnowotworo­
wych poprzez przywrócenie zdolności komórek no­
wotworowych do wejścia na drogę apoptozy, rów no­
legle trwają również badania nad opracowaniem no­
wych leków przeciwnowotworowych zacho­
wujących w ysoką aktywność w stosunku do kom ó­
rek opornych [135-138].
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Apolipoproteina E — rola polimorfizmu w patogenezie 
licznych chorób 

Apolipoprotein E — the role of polymorphism in 
pathogenesis of many diseases
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Wykaz stosowanych skrótów: AD —  choroba Alzheimera; 
ADP —  adenozynodifosforan; Apo B I00 —  apolipoproteina 
B 100; Apo E —  apolipoproteina E; APOE  — gen kodujący apo- 
lipoproteinę E; cGM P— cykliczny 3 ’,5 ’-guanozynomonofosfo- 
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iny o dużej gęstości; HDL-E —  HDL bogate w apo E; HNE —
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I. Wstęp

Apolipoproteina E (apo E) jes t  białkowym skład­
nikiem licznych lipoprotein osocza (chylomikronów, 
VLDL-i, remnantów chylomikronów, IDL-i, HDL-i) 
oraz obecna jes t w płynie mózgowo-rdzeniowym. 
Pełni w ażną rolę w regulacji metabolizmu lipidów
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V-2. The relation between apo E and oxidative stress
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V-4. The influence of apo E on the modulation of inf­

lammation
V-5. Apo E and platelet function

V. Summary

osocza. Główna jej funkcja fizjologiczna polega na 
umożliwianiu „w ypływ u” nadmiaru cholesterolu z 
wnętrza komórek obwodowych i warunkowaniu 
wprowadzania niektórych lipoprotein (szczególnie 
remnantów chylomikronów i VLDL-i) do wnętrza 
komórek.

Funkcje apo E wykraczają jednak  znacznie poza 
jej udział w regulacji metabolizmu lipidów. Liczne 
prace dowodzą, że apo E jes t  zaangażowana w m odu­
lowanie odpowiedzi zapalnej, regulację funkcji 
płytek krwi, zjawisko apoptozy i stresu oksydacyjne­
go. Tak szeroki wpływ apo E na procesy zachodzące 
w organizmie może wyjaśniać jej związek z licznymi 
zaburzeniami, takimi jak: choroba Alzheimera (AD), 
miażdżyca, choroba niedokrwienna serca i mózgu, 
niektóre typy nowotworów czy powstawanie kam ie­
ni żółciowych [1,2], Poznanie szczegółów roli apo E 
może pomóc w zrozumieniu złożonej patogenezy 
tych chorób.

II. W ystępowanie i podstawowe funkcje apo E

Głównym miejscem syntezy apo E są komórki 
wątroby, gdzie powstaje większość apoprotein E 
obecnych w osoczu (66-75%). Mniejsze ilości apo E
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syntetyzowane są poza wątrobą, w wielu różnych ko­
mórkach obwodowych, głównie makrofagach, astro- 
cytach, ale również w płucach, nerkach, śledzionie, 
mięśniach.

Stężenie apolipoproteiny E w osoczu osób zdro­
wych mieści się w granicach 0.016-0.17 g/l. W nie­
których stanach patologicznych, np. w niedoczynno­
ści tarczycy, hiperlipoproteinemii typu III, przy niedo­
borze acylotransferazy lecytyna-cholesterol (LCAT), 
stężenie apo E może być podwyższone [3].

Podstawowa funkcja apo E, polegająca na usuwa­
niu remnantów lipoprotein z osocza realizowana jes t 
dzięki zdolności apoE do wiązania się z receptorem 
LDL oraz receptorem LRP (ang. LD L-receptor rela­
ted pro tein). Apo E jes t  również ligandem dla obec­
nych na powierzchni komórek proteoglikanów hepa- 
ranosiarczanowych. Remnanty lipoprotein zawie­
rające apo E oddziały wuj ąc bezpośrednio z recepto­
rem LDL m ogą być pobierane przez komórki na dro­
dze klasycznej endocytozy zależnej od receptora. A l­
ternatywny szlak internalizacji remnantów przebie­
ga z udziałem proteoglikanów powierzchni kom ór­
kowej oraz receptora LRP [4]. Znaczna ilość pobie­
ranej przez hepatocyty apo E nie ulega degradacji 
wewnątrz komórki, ale jes t  powtórnie wydzielana. 
Prawdopodobnie apo E pełni w komórce znaczącą 
rolę w metabolizmie triglicerydów i estrów choleste­
rolu, gromadzeniu lipidów i tworzeniu cząstek lipo­
protein o bardzo niskiej gęstości (VLDL) [5, 6 ]. Apo 
E jes t również ligandem dla receptora SR-BI (ang. 
scavenger receptor class B type I), będącego recepto­
rem HDL, receptora VLD L (w komórkach serca, 
mięśni szkieletowych, tkance tłuszczowej) oraz dla 
receptora 2 apo E obecnego na powierzchni komórek 
mózgu [7, 8  , 9]. W m ózgu i płynie m ózgowo-rdze­
niowym brak jes t głównych osoczowych transporte­
rów lipidów endogennych, lipoprotein o niskiej gę­
stości (LDL), bardzo niskie jes t też stężenie apopro­
tein B 100. Przypuszczalnie apoE, która jest podsta­
w ow ą apoproteiną płynu mózgowo-rdzeniowego, 
pełni funkcję białkowego transportera lipidów na te­
renie mózgu, podobnie jak  to czyni apo BI 0 0  w oso­
czu [ 1 0 ].

III. Budowa i polimorfizm apo E —  znaczenie 
funkcjonalne

Apolipoproteina E jes t  glikoproteiną, której boga­
ty w reszty argininy liniowy łańcuch polipeptydowy 
utworzony jes t przez 299 reszt aminokwasowych, a 
składnik cukrowy może mieć zmienną zawartość 
reszt kwasów sjalowych. Apo E występuje po­
wszechnie w trzech izoformach, E2, E3, E4, które

różnią się resztami aminokwasowymi w pozycjach 
112 i 158 łańcucha polipeptydowego. Izoforma E3 
charakteryzuje się obecnością reszty cysteiny w po­
zycji 112 i reszty argininy w pozycji 158, izoforma 
E4 zawiera reszty argininy zarówno w pozycji 112 
jak  i 158, natomiast izoforma apo E2 w obu tych po­
zycjach łańcucha polipeptydowego ma reszty cyste­
iny [ 1 1 ].

Gen A P O E  zlokalizowany jes t  w chromosomie 
1 9 q l3 .2 , jeg o  allele wielokrotne e 2, 3, 4 kodują po­
szczególne izoformy, odpowiednio apo E2, apo E3 i 
apo E4. Obecność trzech alleli gzm iA P O E  w arunku­
je  występowanie sześciu genotypów w populacji 
ludzkiej, w tym trzech homozygotycznych (2/2; 3/3; 
4/4) i trzech heterozygotycznych (2/3; 2/4; 3/4). W 
populacji ludzkiej dominuje genotyp homozygotycz- 
ny 3/3 (około 60%), natomiast heterozygoty apo 3/4 
stanowią około 20%, a apo 3/2 około 13%. Pozostałe 
genotypy hom ozygotyczne i heterozygotyczy stano­
w ią  mniejszość, apo 4/4 2-3%, apo 2/2 1%, apo 2/4
1-2% [12]. Poszczególne izoformy apo E nie wystę­
pują równomiernie wśród ludności świata. Izoformy 
E4 i E2 częściej występują w Afryce, a stosunkowo 
rzadko w Azji [13]. W Europie izoforma E4 występu­
je  częściej u ludności krajów północnych, w przeci­
wieństwie do krajów rejonu basenu M orza Śród­
ziemnego, gdzie występowanie jej jes t rzadkie [14].

Apo E zawiera dwie domeny strukturalne, dome­
nę N -końcow ąpolipeptydu  o masie 22 kDa i domenę 
C-końcow ą polipeptydu o masie 10 kDa. Domeny te 
są połączone krótkim regionem wrażliwym na prote- 
olizę [15]. Domena N -końcowa ma strukturę globu- 
larną u tworzoną przez 4 amfipatyczne helisy zorien­
towane powierzchnią hydrofobową do wnętrza. D o­
mena ta uczestniczy w wiązaniu apo E z receptorem 
dla LDL. Bezpośrednie miejsce interakcji z lokalizo­
wane jes t  w helisie czwartej, w rejonie reszt amino­
kwasowych zajmujących pozycje od 136 do 150, k tó­
ry jes t bogaty w aminokwasy zasadowe. Chemiczne 
modyfikacje reszt aminokwasów zasadowych pro­
w adzą do osłabienia zdolności interakcji apo E z re­
ceptorem [16]. Miejsce wiązania receptora LDL po­
krywa się z regionem wiązania proteoglikanów. W 
odróżnieniu jednak  od receptora LDL, proteoglikany 
mają także swoje miejsce wiązania w domenie C-ko- 
ńcowej polipeptydu [17]. Poszczególne izoformy 
apo E różnią się powinowactwem  do receptorów ro­
dziny LDL. Izoforma E2 charakteryzuje się znacznie 
mniejszym powinowactwem  niż izoforma E3. Mniej 
jednoznaczne są dane dotyczące powinowactwa apo 
E4. Wykazano, że cząsteczki VLDL pochodzące od 
osób o fenotypie E4E4 mają większe powinowactwo 
do receptora LDL na hepatocytach w porównaniu z
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cząsteczkami pochodzącymi od osób E3E3 [18]. Jed­
nak może to być związane zarówno z większym po­
winowactwem izoformy E4 do receptora, jak  i z 
różną zawartością apolipoproteiny w cząsteczkach 
VLDL, w zależności od fenotypu. Zmniejszone po­
winowactwo izoformy E2 do receptora LDL jes t  w y­
nikiem zmian w oddziaływaniach pomiędzy resztami 
aminokwasowymi. W izoformie E3 pom iędzy A rg 1 5 8  

a A sp 1 5 4  występują oddziaływania jonow e, których 
brak w izoformie E2 ze względu na zastąpienie resz­
ty argininy przez resztę cysteiny w pozycji 158. W 
konsekwencji A sp 1 5 4  apo E2 oddziaływuje jonow o z 
A rg 1 5 0  znajdującą się w obrębie miejsca wiązania re­
ceptora. Oddziaływanie to powoduje zmianę prze­
strzennego ułożenia reszty A rg 150, zmieniając rów­
nocześnie właściwości regionu wiążącego receptor
[19].

Sama domena N -końcowa polipeptydu nie jest 
wystarczająca do funkcjonalnego oddziaływania tej 
apolipoproteiny z receptorem LDL. Wymagane są 
zmiany konformacyjne apoproteiny E indukowane 
przez składnik lipidowy, które przyczyniają  się do 
ujawnienia funkcji liganda dla receptorów lipoprote- 
in w procesie endocytozy zależnej od receptorów. 
Podstawowe miejsca wiązania lipidów znajdują się 
w domenie C-końcowej, w rejonie reszt aminokwa- 
sowych zajmujących pozycje 244-272 [20]. W iąza­
nie lipidów przez apo E przebiega prawdopodobnie 
dwuetapowo. Początkowo apo E oddziaływuje z po­
wierzchnią lipidów poprzez miejsca na helisach do­
meny C-końcowej. Następnym etapem jest  otwarcie 
cztero-helikalnej struktury domeny N-końcowej i 
przyjęcie konformacji, która je s t  rozpoznawana 
przez receptor.

Poszczególne izoformy apo E różnią się nie tylko 
powinowactwem do receptorów, ale także pow ino­
wactwem do lipidów. Związane jes t to przede 
wszystkim z obecnością lub brakiem argininy w po­
zycji 112. W izoformie E4 stwierdzono oddziaływa­
nia elektrostatyczne pomiędzy A rg 61 w domenie 
N-końcowej, a Glu 2 5 5  w domenie C-końcowej. Od­
działywanie to wynika z wpływu A rg 11 2 na zmianę 
ułożenia łańcucha bocznego A rg61. W izoformach E3 
i E2 pozycję 112 zajmuje cysteina, a łańcuch boczny 
Arg 61 ułożony jest w taki sposób, który uniem ożli­
wia oddziaływanie z G lu255. Oddziaływanie pom ię­
dzy domenami charakterystyczne dla izoformy E4, a 
także mniej zorganizowana struktura domeny C-ko­
ńcowej z bardziej eksponow aną powierzchnią hydro­
fobową decydują o zwiększonym powinowactwie tej 
izoformy do lipidów i preferencyjnym wiązaniu z 
YLDL. Niższe powinowactwo do lipidów izoform

E2 i E3 wpływa na ich większe powinowactwo do 
HDL niż do VLDL [20],

IV. Związek apo E z zaburzeniami patolo­
gicznymi

Obecność allelu e4 jes t  uznanym czynnikiem ry­
zyka choroby Alzheimera (ang. A lzheim er disease, 
AD ) [21 - 23]. Obecność przynajmniej jednego allelu 
s4 stwierdzono w 80% przypadków rodzinnej i 64% 
sporadycznej choroby Alzheimera, podczas gdy 
wśród ludzi zdrowych nosicielami s4 jes t  ok. 31% 
osób. Szacuje się, że u osób homozygotycznych e 4 e 4 
objawy choroby pojawiają się średnio o 16 lat wcze­
śniej niż u osób niebędących nosicielami tego allelu 
[24]. Zwiększoną częstość allelu e4 stwierdzono 
również u osób chorych na inne choroby neurodege- 
neracyjne m.in. AD z ciałami L ew y ’ego, demencję 
mieszaną oraz łagodne zaburzenia poznawcze 
[25-27].

Liczne doniesienia dotyczą także związku allelu 
e4 z  miażdżycą i chorobą niedokrw ienną serca 
(ChNS). W grupie osób będących nosicielami allelu 
e 4 obserwuje się zw iększoną ilość blaszek m iażdży­
cowych na powierzchni ścian tętnic w ieńcowych w 
porównaniu z homozygotami e3e3 [28]. Genotyp 
APO E4  przyspiesza również rozwój miażdżycy tęt­
nic szyjnych [29]. Liczba nosicieli allelu e4 wśród 
chorych na ChNS jes t  średnio o 26% wyższa w po­
równaniu z grupą osób zdrowych. [30]. Obecność al­
lelu s4 jes t  ponadto związana z obniżoną przeżywal- 
nośc iąpo  zawale mięśnia sercowego, a jednocześnie 
ze zwiększoną podatnością na prewencyjne leczenie 
niektórymi lekami [31]. Obserwuje się również czę­
stsze występowanie allelu s4 wśród osób z rodzinną 
historią ChNS [32]. W Europie rozpowszechnienie 
allelu e 4 jes t wyższe w krajach północnych, gdzie 
częściej występują również choroby sercowo-naczy- 
niowe, natomiast niższe w krajach południowych, 
gdzie występowanie ChNS jes t rzadsze [14]. W nie­
których populacjach obserwuje się niższą częstość 
allelu s2 w grupie chorych z ChNS w porównaniu z 
grupą osób zdrowych, może to sugerować jego  pro­
tekcyjne działanie [33].

Uważa się, że z nosicielstwem allelu c2 związane 
są również predyspozycje do osiągania zaaw ansow a­
nego wieku, a polimorfizm genu A P O E  jes t  p raw do­
podobnie podstawowym czynnikiem genetycznym 
związanym z długowiecznością [34].

Obecność allelu e4 jest natomiast czynnikiem  pro­
mującym tworzenie kamieni żółciowych [35], a jego 
protekcyjne działanie obserwowano w przypadku
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nowotworów i gruczolaków okrężnicy proksymalnej 
[36] oraz nefropatii cukrzycowej i innych chorób ne­
rek [37, 38].

Apo E jest podstaw ow ą apolipoproteiną w mózgu, 
gdzie pełni ważne funkcje w transporcie lipidów i 
utrzymaniu homeostazy. Prawdopodobnie bierze 
udział w oczyszczaniu ognisk niedokrwienia z pro­
duktów m artwiczych [39]. W wielu pracach stwier­
dzono związek nosicielstwa allelu e4 z udarem nie­
dokrwiennym mózgu, jednak  związek ten nie jes t  tak 
silny jak  w przypadku choroby niedokrwiennej serca
[40]. Niektórzy autorzy sugerują ponadto, że allel c4 
może mieć korzystny wpływ na przeżywalność po 
udarze n iedokrw iennym  mózgu [41].

V. Mechanizmy działania apo E —  znaczenie 
w patogenezie chorób

V -l. W pływ apoE na transport i metabolizm lipidów

W zdrowym organizmie chylomikrony i VLDL po 
przekształceniu w bogate w cholesterol cząstki reszt­
kowe są szybko usuwane z krążenia do wątroby na 
drodze endocytozy zależnej od receptorów, z 
udziałem receptorów LDL, LRP i proteoglikanów 
siarczanoheparanowych. U chorych z rodzinną dys- 
betalipoproteinemią (hyperlipoproteinemią typu III) 
obserwuje się podwyższony poziom cholesterolu i 
triglicerydów na skutek osłabionego usuwania rem- 
nantów chylomikronów i VLDL. Genetyczną przy­
czyną dysbetalipoproteinemii jes t obecność allelu c 2  

w stanie homozygotycznym, rzadziej choroba ma 
związek z występowaniem innych mutacyjnych form 
apo E. Genotyp e2e2 ma 91% chorych na dysbetali- 
poproteinemię rodzinną [42]. Jednak tylko ok. 20% 
osobników homozygotycznych pod względem s 2  

wykazuje objawy choroby [43]. Sugeruje to, że do 
rozwoju choroby niezbędne są również inne czynniki 
genetyczne lub środowiskowe np. dieta, otyłość, cu­
krzyca, poziom estrogenów. Większość nosicieli c2 
charakteryzuje się niższym poziomem cholesterolu 
całkowitego i LDL od homozygot e3c3. U nosicieli 
allelu s4 obserwuje się wyższe stężenia cholesterolu 
całkowitego oraz LDL niż u osobników e3e3. Z obec­
nością zarówno allelu s2, jak  i s4, związany jes t  po­
nadto wyższy poziom  triglicerydów osocza w po­
równaniu do homozygot e3e3 [44]. Wpływ polim o­
rfizmu w genie A P O E  na poziom lipidów w osoczu 
wynika przede wszystkim z różnic w powinowactwie 
poszczególnych izoform do receptora LDL i LRP, 
które jes t znacznie niższe dla izoformy E2 niż dla E3 
i E4. Ze względu na słabe wiązanie się apo E2 z re­
ceptorem internalizacja remnantów chylomikronów

i VLDL zachodzi wolniej, w konsekwencji niski jest 
napływ cholesterolu do komórek wątroby. Prowa­
dzić to może do zwiększenia ekspresji receptora 
LDL na powierzchni błon hepatocytów i p rzyspie­
szenia internalizacji cząstek LDL, w ten sposób 
wpływając na obniżenie poziomu cholesterolu w 
osoczu u homozygot c2e2. U nosicieli e4 usuwanie 
remnantów lipoprotein jes t bardziej efektywne, 
może to wynikać z wyższego powinowactwa apo E4 
do VLDL, podczas gdy izoformy apo E2 i E3 prefe­
rencyjnie łączą się z cząstkami HDL. Większe wysy- 
cenie cząstek VLDL apoproteiną E4 może decydo­
wać o efektywnym usuwaniu remnantów tych 
cząstek z osocza, wzroście poziomu cholesterolu w 
hepatocytach, obniżeniu ekspresji receptora dla LDL 
i w konsekwencji o wzroście poziomu LDL w osoczu 
(R yc.lA ).

Niski poziom cholesterolu LDL u osobników z ge­
notypem e 2 e 2  może również wynikać z wpływu izo­
formy E2 na proces lipolizy, prowadzący do prze­
kształcenia VLDL w LDL. Osobniki homozygotycz- 
ne e 2 s 2  charakteryzują się zwiększonym bezpośred­
nim katabolizmem VLDL. U osobników tych tylko 
ok. 25% VLDL ulega przekształceniu do LDL, pod­
czas gdy u osób e 3b 3 ok. 50%, a u osób z genotypem 
e4e4 aż 70% VLDL jes t  przekształcanych w LDL 
[45]. Wzmożone przekształcanie VLDL w LDL u no­
sicieli e 4 powoduje wzrost poziomu LDL, a zw ięk­
szenie jego stężenia w hepatocytach przyczynia się 
do obniżenia ekspresji receptora LDL na powierzch­
ni hepatocytów i prowadzi do dalszej akumulacji 
cholesterolu LDL w osoczu krwi (Ryc. IB).

Poza udziałem w regulacji usuwania remnantów 
lipoprotein z osocza, apo E odgrywa także znaczącą 
rolę w autokrynnym mechanizmie usuwania chole­
sterolu z makrofagów. Badania na myszach transge- 
nicznych wykazały, że apo E syntetyzowana przez 
makrofagi ma znaczenie antymiażdżycowe, które 
jes t uzależnione od izoformy [46]. Efekt ten ma być 
związany ze zdolnością apoE do stymulacji wypływu 
cholesterolu z makrofagów i zapobiegania w ten spo­
sób powstawaniu komórek piankowatych [47]. M e­
chanizm, poprzez który endogenna ekspresja apo E 
umożliwia efektywny wypływ cholesterolu z kom ó­
rek, związany jes t z retencją apoprotein na po­
wierzchni komórki w postaci związanej z proteogli- 
kanami [48] lub receptorami LDL [49]. Metabolizm 
cholesterolu oraz apo E w makrofagach ludzkich róż­
ni się znacząco w zależności od fenotypu. Makrofagi 
pochodzące od osób o fenotypie E2E2 charaktery­
zują się najbardziej skutecznym wypływem chole­
sterolu, w porównaniu z makrofagami osób E3E3 i 
E4E4. Prawdopodobnie zjawisko to może być
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związane ze zmniejszonym pobieraniem zwrotnym 
bogatych w cholesterol cząstek zawierających apo 
E2, na skutek zmniejszonego powinowactwa tej izo- 
formy do receptorów. W makrofagach pochodzących 
od osób z fenotypem E4E4 obserwuje się zwiększone

zwiększone
pobieranie
remnantów

I  OBN IŻEN IE POZIOMU 
▼  TC iL D L W  OSOCZU

zmniejszone
pobieranie
remnantów

loidowych (A[3). Peptydy te oddziałują prawdopo­
dobnie z komórkami śródbłonka naczyń krwiono­
śnych, czemu towarzyszy produkcja wolnych rodni­
ków nadtlenkowych, wpływających na zmiany w 
strukturze i funkcji endotelium [53]. Stwierdzono, że

NISKI POZIOM 
LDL W  OSOCZU

W YSOKI POZIOM 
LD LW  OSOCZU

t PO D W YŻSZEN IE  POZIOMU 
TC i LDL W  OSOCZU

Rye. 1. Możliwy wpływ polimorfizmu apo E na poziom lipidów osocza: A, zwizązany z niższym powinowactwem apo E2 do receptora LDL; B, 
związany ze zróżnicowanym katabolizmem VLDL (opis w tekście). B Receptor dla LDL; CH, cholesterol; E, remnanty lipoprotein zawie­
rające apo E.

wiązanie się apolipoproteiny E z proteoglikanami 
siarczanoheparanowymi na powierzchni komórki, 
może to świadczyć o zw iększonym  pobieraniu 
zwrotnym cząstek zawierających apo E4. Konse­
kwencją tego zjawiska może być obserwowany naj­
mniej efektywny wypływ cholesterolu z komórek 
pochodzących od osób o fenotypie E4E4 w porówna­
niu z E2E2 i E3E3. Różnica w skuteczności usuwa­
nia cholesterolu może wyjaśniać związek allelu s4 z 
rozwojem procesów miażdżycowych [50].

V-2. Związek apo E ze stresem oksydacyjnym

Zgodnie z hipotezą O f f e r m a n a  i M e d f o r -  
d ’ a [51] modyfikacja LDL do utlenionych LDL 
(oksyLDL) przez reaktywne związki tlenowe jest 
najważniejszym wydarzeniem, które inicjuje i pro­
paguje procesy miażdżycowe. Promiażdżycowe 
działanie oksyLDL polega nie tylko na indukcji aku­
mulacji cholesterolu w makrofagach, prowadzącej 
do powstawania komórek piankowatych, ale również 
wpływa na adhezję i m igrację monocytów i limfocy­
tów oraz dysfunkcję śródbłonka [52]. Cytotoksyczny 
efekt rodników tlenowych odgrywa prawdopodobnie 
istotną rolę także w patogenezie choroby Alzheime­
ra. Stres oksydacyjny w AD przynajmniej częściowo 
wynika z obecności hipokampalnych i kortykalnych 
płytek, zbudowanych głównie z peptydów P-amy-

uszkodzenia mózgu spowodowane przez wolne rod­
niki u osób chorych na AD m ają związek z genoty­
pem APOE. W tkankach osób z AD homozygotycz- 
nych pod względem allelu s4 stwierdza się wyższy 
poziom oksydacji lipidów niż u chorych o genotypie 
s3e3 i u osobników zdrowych [54]. Fakty te mogą 
świadczyć o właściwościach antyoksydacyjnych apo 
E, przy czym najbardziej efektywnym przeciwutle- 
niaczem byłaby izoforma E2, natomiast najsłabszym 
—  izoforma E4 [55].

Obserwowany związek poszczególnych izoform 
apo E z poziomem tlenku azotu może wyjaśniać m o­
lekularny mechanizm wpływu apo E na status oksy­
dacyjny komórki. Zarówno u ludzi jak  i zwierząt 
stwierdzono, że makrofagi pochodzące z monocytów 
osobników posiadających allel s4 produkują 
znacząco więcej tlenku azotu niż te, które pochodzą 
od osobników zdrowych lub chorych o genotypie 
e3e3 [56]. Tlenek azotu jes t  potencjalnym  antyoksy- 
dantem i może mieć znaczenie przeciwmiażdżyco- 
we. Jednak w tkankach z płytkami miażdżycowymi 
stężenie NO jest  3-krotnie wyższe, a poziom perok- 
sydacji lipidów 1 0 -krotnie wyższy niż w tkankach 
bez zmian miażdżycowych [57]. Tę pozorną sprzecz­
ność może wyjaśnić specyficzna natura tlenku azotu. 
NO jest wolnym rodnikiem z niesparowanym elek­
tronem na najwyższym orbitalu, dlatego zachowuje 
się jak  potencjalny czynnik antyoksydacyjny. Jednak
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w szczególnych warunkach, np. w obecności anionu 
nadtlenkowego, tlenek azotu ulega przekształceniu 
w nadtlenoazotyn O N O O', który jes t  prooksydan- 
tem, zwiększającym peroksydację lipidów [58]. Tak 
więc zwiększona produkcja NO w pewnych w arun­
kach może być pow odem  wzmożonego utleniania li­
pidów i wpływać na progresję zmian m iażdżyco­
wych lub chorób neurodegeneracyjnych.

V-3. W pływ ApoE na proces apoptozy

Wzmożona apoptoza czyli programowana śmierć 
komórek obserw owana jes t  w przypadku wielu cho­
rób. Na drodze apoptozy giną liczne komórki obecne 
w zaawansow anych blaszkach miażdżycowych, pro­
ces ten ma duże znaczenie dla stabilności blaszki. 
Wykazano, że apoptoza dotyczy głównie komórek 
mięśni gładkich, m akrofagów  i limfocytów [59, 60]. 
Postępująca utrata kom órek specyficznych populacji 
neuronów jes t  cechą  charakterystyczną również cho­
rób neurodegeneracyjnych. W mózgach osób cho­
rych na AD obserwuje się znacznie więcej komórek z 
pofragm entowanym  DNA jądrow ym  niż u osób zdro­
wych, co wskazywałoby na w zm ożoną apoptozę u 
ludzi z AD [61]. Z drugiej jednak  strony, w wielu ba­
daniach nie stwierdzono innych cech morfologicz­
nych będących znakiem  rozpoznawczym apoptozy, 
takich jak  kondensacja chromatyny lub obecność ciał 
apoptotycznych [62, 63]. Fakt ten może wskazywać, 
że śmierć komórek nerwowych w AD może zacho­
dzić na drodze programowanej śmierci, której m e­
chanizm prawdopodobnie różni się od klasycznej 
apoptozy.

Wśród czynników antyapoptotycznych wymienia 
się ostatnio m.in. l ipoproteiny klasy HDL. D e  K r o -  
o n i wsp. [64] stwierdzili, że genotyp A P O E  decydu­
je  o hamowaniu aktywności antyapoptotycznej HDL 
przez cząsteczki VLDL. Wykazano, że tylko lipopro­
teiny VLDL z apo E o fenotypie E4E4 ograniczają 
znacząco zdolność antyapoptotyczną HDL. Ta 
właściwość apo E4E4 VLDL związana jes t z 
przyłączaniem apo E do receptora rodziny LDL. 
Udowodniono doświadczalnie, że białka hamujące 
łączenie się apoE z receptorem pozbawiają VLDL 
zdolności do supresji aktywności antyapoptotycznej 
HDL [64]. Niskie powinowactwo apo E2 do recepto­
ra LDL mogłoby wyjaśniać brak znaczącego ham o­
wania aktywności antyapoptotycznej HDL przez apo 
E2E2 VLDL. W przypadku fenotypu apo E3E3 ze 
względu na podobne powinowactwo izoform E3 i E4 
do receptora, wyjaśnienia należy raczej szukać w ni­
skim wysyceniu cząstek VLDL apolipoproteinami E 
u osobników o fenotypie apo E3E3.

P e d e r s e n  i wsp. [65] sugerują natomiast, że 
apoE może chronić komórki przed apoptozą dzięki 
zdolności do detoksyfikacji 4-hydroksynonenalu 
(HNE) —  jednego z produktów peroksydacji lipi­
dów, który może indukować apoptozę. HNE ma zdol­
ność kowalencyjnego łączenia się z białkami po­
przez ich reszty cysteinowe. Poszczególne izoformy 
apoE różnią się liczbą cząsteczek HNE, które mogą 
przyłączyć, ze względu na odmienne ilości reszt cy- 
stein w ich łańcuchach polipeptydowych 
(E2>E3>E4). Odmienne zdolności do wiązania HNE 
dobrze korelują z różną aktywnością antyoksyda- 
cyjną i antyapoptotyczną poszczególnych izoform.

Bezpośredni wpływ apolipoproteiny E na proces 
apoptozy udowodniły badania H a s h i m o t o i wsp. 
[6 6 ], które wykazały, że apo E aktywuje specyficzny 
dla komórki program apoptozy, w który zaangażowa­
ne są receptory LRP oraz podrodzina Gj białek G.

V-4. W pływ ApoE na modulowanie odpowiedzi 
zapalnej

Zgodnie z h ipotezą R o s s a  [67] miażdżyca jest 
chorobą zapalną. Procesy zapalne wydają się też od­
grywać znaczącą rolę w patogenezie choroby Alzhe­
imera [6 8 , 69]. Apolipoproteina E syntetyzowana 
jest poza w ątrobą m. in. przez makrofagi. Makrofagi 
poprzez prezentację antygenu aktywują limfocyty T, 
które w ydzielają cytokiny i interferon gamma, ha­
mujące ekspresję apoE w makrofagach. Liczne bada­
nia potwierdzają rolę apo E w modyfikacji odpowie­
dzi zapalnej. U myszy pozbawionych genu APO E  
(ang. knock-out) obserwuje się zwiększoną odpowie­
dź zapalną indukowaną lipopolisacharydem. Poda­
nie egzogennej apolipoproteiny E obniża syntezę cy­
tokin prozapalnych [70]. W pływ apo E na modulo­
wanie odpowiedzi zapalnej jes t zależny od izoformy 
apo E. M yszy wykazujące ekspresję allelu e4 mają 
znacząco podwyższony poziom cytokin prozapal­
nych T N F a  i IL - 6  w porównaniu z osobnikami e3s3. 
Sugeruje to, że allel s4 wykazuje słabszy efekt supre­
sji uwalniania czynników prozapalnych [71]. Obni­
żanie poziomu cytokin zapalnych przez apo E może 
być związane z jej wpływem na proces namnażania 
limfocytów T. Wykazano bowiem, że apoE ma zdol­
ność hamowania proliferacji limfocytów T, prawdo­
podobnie częściowo poprzez wpływ na aktywność 
interleukiny 2 , która stymuluje namnażanie i dojrze­
wanie limfocytów T [72].

Wpływ apo E na m odulowanie odpowiedzi zapal­
nej może być związany z uruchamianiem szlaku sy­
gnalizacji w komórkach układu odpornościowego. 
M i s r a i wsp. [73] dowiedli, że apoE inicjuje kaska­
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dę sygnalizacyjną w mysich makrofagach, która p ro ­
wadzi do zwiększonej produkcji inozytolotrifosfora­
nu i mobilizacji w ewnątrzkom órkowych zapasów 
wapnia Ca2+.

V-5. ApoE a funkcja płytek krwi

Płytki krwi odgrywają znaczącą rolę w inicjacji 
procesów miażdżycowych. Przyleganie płytek do 
endotelium naczyń, czemu towarzyszy ekspresja ge­
nów prozapalnych, poprzedza pojawienie się blaszek 
miażdżycowych [74]. Jednym z czynników ha­
mujących agregację płytek jes t  podklasa lipoprotein 
HDL bogata w apoE (HDL-E) [75]. Ze względu na 
brak aktywności antyagregacyjnych innych podklas 
HDL o niskiej zawartości apoE, wydaje się p raw do­
podobne, że właśnie apoE jes t  tym kom ponentem  
HDL-E, który hamuje agregację płytek. P rzypusz­
czenie to potwierdzono doświadczalnie dokonując 
chemicznych modyfikacji cząsteczek HDL-E w p o ­
zycji reszt argininy i lizyny, co spowodowało zn ie­
sienie efektu inhibicji [76]. Doświadczenie to może 
sugerować jednocześnie, że aktywność antyagrega- 
cyjna HDL-E zwiazana jes t  z oddziaływaniem apoE 
z jej receptorem błonowym, gdyż aminokwasy zasa­
dowe pełnią tu k luczow ą rolę.

Inne badania sugerują, że hamowanie agregacji 
płytek przez apoE związane jes t  z jej wpływem  na 
szlak sygnalizacyjny wewnątrz płytek [77]. Stwier­
dzono, że apoE w płytkach stymulowanych adenozy- 
nodifosforanem (ADP) zwiększa znacząco poziom cy­
klicznego 3 ’,5’-guanozynomonofosforanu (cGMP), 
który stanowi ważny element kontroli ham owania

aktywności płytek. Jednym z mechanizmów pro­
wadzących do wzrostu stężenia cGMP jest stymula­
cja syntazy tlenku azotu i produkcja NO, który akty­
wuje cyklazę guanylanową. Związek apoE z syntezą 
NO potwierdza dodatkowo fakt, że inhibitory synta­
zy tlenku azotu znoszą antyagregacyjne działanie 
apoE.

V. Podsumowanie

Ścieżka prowadząca od genu A PO E  poprzez jego 
produkt do zaistnienia zmian patologicznych zawie­
ra wiele elementów regulowanych przez inne geny i 
ich produkty. Dlatego trudno określić jednoznacznie 
mechanizm wpływu tego genu na poszczególne cho­
roby. Znaczenie apoE w regulacji metabolizmu lipi­
dów, statusie oksydacyjnym komórki, odpowiedzi 
zapalnej czy apoptozie, a więc w zjawiskach obser­
wowanych w przypadku wielu chorób, sugeruje, że 
w patofizjologii tych zaburzeń, mimo ich wyraźnej 
odmienności, mogą brać udział pewne wspólne m e­
chanizmy, w których znaczącą rolę może odgrywać 
apoE. Możliwe, że decydujące znaczenie w tak sze­
rokim wpływie apo E na metabolizm komórki ma jej 
udział w przekaźnictwie wewnątrzkomórkowym. W 
ostatnich latach dostarczono licznych dowodów na 
to, że receptory rodziny LDL, dla których apo E jest 
ligandem, oprócz roli transportowej m ają ważne zna­
czenie w inicjacji kaskad sygnalizacyjnych w ko­
mórce [78], natomiast większość efektów biologicz­
nych wywoływanych przez apo E wymaga jej 
związania z receptorem (Ryc. 2). Dokładne poznanie 
funkcji apo E może być początkiem badań nad jej te-

KONTROLA 
AKTYWNOŚCI PŁYTEK

£ 2

1ÓRK
Y

POBUDZENIE 
ODPOWIEDZI ZAPALNEJ

Ryc. 2. Udział apo E i receptorów dla apo E w inicjacji wewnątrzkomórkowych kaskad sygnalizacyjnych związanych z patogenezą chorób. R — recep­
tor dla apo E; GC — cyklaza guanylanowa; cGMP — cykliczny guanozynomonofosforan; GTPaza — guanozynotrifosfataza; eNOS — konsty­
tutywna syntaza tlenku azotu; NO — tlenek azotu; IP 3 — trifosforan inozytolu; ER — retikulum cndoplazmatyczne; PLC —  fosfolipaza C.
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rapeutycznym wykorzystaniem, którego próby już  są 
podejmowane. Egzogenna apo E oraz peptydy w y­
prowadzone z regionu apo E wiążącego receptor są 
efektywne w obniżaniu stężenia cholesterolu LDL i 
VLDL [79] oraz hamowaniu procesów zapalnych 
[71]. Liczne badania potwierdzają też związek geno­
typu A P O E  z odpowiedzią na leczenie farmakolo­
giczne. Określenie genotypu A P O E  może więc być 
pomocne w ustaleniu odpowiednich dawek leku 
[80].
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I. Wstęp

Wyjątkowe znaczenie związków purynowych dla 
organizmów żywych związane jest z licznymi 
pełnionymi przez nie funkcjami: są one składnikami 
kwasów nukleinowych, jako  związki wysokoenerge­
tyczne dostarczają energii dla wielu reakcji b ioche­
micznych, w chodzą w skład koenzymów i aktyw­
nych związków pośrednich, które uczestniczą w w ie­
lu biosyntezach, ponadto pełnią rolę drugiego prze­
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kaźnika sygnału, a także są mediatorami od­
działującymi z receptorami błonowymi.

Związkiem o podstawowym znaczeniu dla m eta­
bolizmu krwinek czerwonych jes t  nukleotyd puryno- 
wy —  adenozyno-5’-trifosforan (ATP). Stanowi on 
około 80% wszystkich nukleotydów erytrocytar- 
nych. Energia uwalniana w procesie enzymatycznej 
hydrolizy wysokoenergetycznego wiązania fosfo- 
bezwodnikowego zużywana jes t  w procesie tworze­
nia estrów fosforanowych cukrów w reakcjach kata­
lizowanych przez heksokinazę (HK; EC 2.7.1.1) i 
fosfofruktokinazę (PFK; EC 2.7.1.11), a także w re­
akcjach fosforylacji białek enzymatycznych i b łono­
wych —  zwłaszcza spektryny, z czym wiąże się 
utrzymanie kształtu krwinki oraz możliwość odw ra­
calnych zmian tego kształtu [1]. Ponieważ dojrzałe 
erytrocyty nie syntetyzują fosfatydyloinozytoli, od ­
nowa fosforanów tych związków jest  wyłącznie w y ­
nikiem równowagi między procesem ich fosforylacji 
i defosforylacji [2]. Reakcje fosforylacji przebie­
gające z udziałem kinaz PI i PIP utylizują około 20 % 
erytrocytarnego ATP, podczas gdy fosforylacja spek­
tryny wiąże się z utylizacją 5 % tego nukleotydu [3]. 
Ponadto, ATP jes t  niezbędny do utrzymania jonów  
żelaza w stanie zredukowanym, syntezy glutationu i 
nukleotydów pirymidynowych oraz aktywnego 
transportu jonów. Ten ostatni proces przebiegający z 
udziałem ATPaz typu P: N a+,K+-ATPazy i Ca 2 +-ATP- 
azy wykorzystuje około 30 % erytrocytarnego ATP 
warunkując utrzymanie stałego składu jonow ego ko­
mórki [3].

Obrót metaboliczny ATP w erytrocytach wynosi 
około 2 mmol/L kom órek/lh . Przy erytrocytarnym 
stężeniu ATP (Tab. 1) czas połowicznego rozpadu 
tego nukleotydu szacuje się na 60 min [3].

Nukleotydy purynowe syntetyzowane są w ko­
mórkach de novo w postaci mononukleotydów: 
AMP, IMP, GMP. Związkiem macierzystym, z które­
go powstaje AMP oraz GM P jest  IMP. Biosynteza 
tego nukleotydu jes t procesem wieloetapowym, roz­
poczynającym się pirofosforylacją rybozo-5-fosfo- 
ranu (Ryb-5-P). Produktem reakcji katalizowanej 
przez syntetazę PRPP (syntetaza 5-fosforybozylo-l-

-pirofosforanowa, EC 2.7.6.1) jest 5-fosforybo- 
zylo-l-p irofosforan (PRPP), który po przyłączeniu 
grupy - N H 2 glutaminy w reakcji katalizowanej przez 
amidotransferazę glutamylo-PRPP tworzy 5-fosfo- 
rybozyloaminę.

Unikatowa budowa erytrocytów i odmienność ich 
metabolizmu związana jes t  między innymi z brakiem 
aktywności amidotransferazy glutamylo-PRPP i mo­
żliwości syntezy nukleotydów purynowych na szla­
ku de novo. Stąd, w erytrocytach związki te powstają 
w reakcjach reutylizacji (ang. sa lvage ), a więc po­
nownego wykorzystania istniejących już  zasad pury­
nowych: adeniny (Ade), hipoksantyny (Hyp) i guani- 
ny (Gua) oraz nukleozydów: adenozyny (Ado), ino­
zyny (Ino) i guanozyny (Guo). Te ostatnie jako pro­
dukty defosforylacji mononukleotydów (AMP->Ado; 
IM P-»Ino; G M P—>Guo) ulegają deaminacji
(Ado->Ino) i fosforolizie (Ino->Hyp; Guo-»G ua) 
uwalniając Hyp i Gua jako końcowe produkty kata­
bolizmu nukleotydów purynowych w erytrocytach.

II. Resynteza nukleotydów purynowych w 
krwinkach czerwonych

II-I. Zasady azotowe jako substraty w resyntezie 
mononukleotydów

II-l.l. Synteza PRPP

Przekształcenie zasad purynowych (Ade, Hyp, 
Gua) w ich mononukleotydy (AMP, IMP, GMP) w y­
maga dostarczenia substratu dla reakcji katalizowa­
nych przez fosforybozylotransferazy. Substratem 
tym jest PRPP, który powstaje w wyniku przyłącze­
nia grupy (3-y-pirofosforanowej pochodzącej z ATP 
do C-l rybozo-5-fosforanu (Ryb-5-P). Reakcję kata­
lizuje syntetaza PRPP (syntetaza 5-fosforybozylo-l- 
pirofosforanowa, EC 2.7.6.1).

Szlak pentozofosforanowy jes t  źródłem erytrocy­
tarnego Ryb-5-P. Metabolit ten powstaje zarówno w 
części oksydacyjnej szlaku, jak  i w wyniku reakcji 
katalizowanych przez transketolazę (TK; EC 
2.2.1.1) i transaldolazę (TA; EC 2.2.1.2). W erytro­
cytach źródłem Ryb-5-P są również Ino i Guo, które

Tabela 1

Średnie stężenia nukleotydów purynowych w erytrocytach ludzkich. Sporządzono na podstawie [4-6]

ATP (pM) ADP (pM) AMP (pM) GTP (pM) GDP (pM) GMP (pM)

1519 [4] 171 [4] 12 [4] 86 [4] 14 [4] 17 [6]

1625 [4] 191 [4] 17 [4] 64 [4] 16 [4]

1570 [5] 137 [5] 66 [5] 17 [5]
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przy udziale PNP przekształcane są w Hyp i Gua. 
Fosforoliza wiązań glikozydowych nukleozydów 
prowadzi do uwolnienia rybozo-1-fosforanu (Ryb-
I-P), który w reakcji katalizowanej przez mutazę ry- 
bozofosforanow ą(EC  5.4.2.7) ulega izomeryzacji do 
Ryb-5-P.

Badając strukturę syntetazy PRPP wykazano, że 
enzym może funkcjonować w kompleksie złożonym 
z od 2 do 32 monomerów, których masa cząsteczko­
wa wynosi 32-34 kDa. Agregacja do form złożonych 
z 16 lub 32 podjednostek prowadzi do powstania ak­
tywnej formy enzymu [7].

Szybkość syntezy PRPP zależy zarówno od do­
stępności Ryb-5-P, jak  i aktywności syntetazy PRPP, 
która ulega częściowemu hamowaniu w obecności 
dużych stężeń nukleotydów purynowych i produk­
tów reakcji. Ponieważ PRPP uczestniczy również w 
syntezie nukleotydów pirymidynowych i N A D +, po­
wstanie tego związku podlega skumulowanej inhibi­
cji zwrotnej przez metabolity powstające na różnych 
szlakach przemian z jego  udziałem [8 , 9].

Regulacja syntezy PRPP przez Pi jes t  ważnym m e­
chanizmem kontroli metabolizmu związków puryno­
wych w erytrocytach, bowiem synteza PRPP i synte- 
taza PRPP są znane z wrażliwości nawet na niewiel­
kie różnice stężenia Pj w komórce [10, 11]. Wykaza­
no także, że w erytrocytach z niedoborem kinazy pi- 
rogronianowej (PK; EC 2.7.1.40) wzrost stężenia
2,3-BPG prowadzi do zaham owania aktywności hek- 
sokinazy (HK; EC 2.7.1.1), dehydrogenazy gluko- 
zo- 6 -fosforanowej (G - 6 -PD; EC 1.1.1.49), dehydro­
genazy 6 -fosfoglukonianowej (EC 3.1.1.31) [12], a 
także transaldolazy (TA; EC 2.2.1.2) i transketolazy 
(TK; EC 2.2.1.1) [13]. Obniżenie aktywności enzy­
mów szlaku pentozofosforanowego może ograniczać 
ilość tworzonego PRPP w erytrocytach i w konse­
kwencji decydować o stężeniu ATP w komórce [14], 
Ponadto wykazano, że 2,3-BPG może prowadzić do 
dysocjacji syntetazy PRPP do mniejszych agregatów 
bądź jej form m onom erycznych co może być przy­
czyną obniżenia aktywności enzymu i stężenia PRPP 
w komórce [15].

W wyniku reakcji reutylizacji reszta fosforybozy- 
lowa pochodząca z PRPP zostaje przeniesiona na od­
powiednią zasadę purynową. Reakcje katalizowane 
są przez fosforybozylotransferazę adeninową (Ade 
—> AMP) oraz h ipoksantynowo-guaninową (Hyp -> 
IMP; Gua -> GMP).

II-1.2. Resynteza AMP

Fosforybozylotransferaza adeninowa (APRT) jest 
enzymem cytoplazmatycznym wykazującym aktyw­
ność w zakresie pH 7,4-9,5 [16]. Enzym ten katalizu­

je  reakcję przeniesienia reszty fosforybozylowej 
PRPP na Ade, efektem czego jes t powstanie AMP i 
PP¡. Ten ostatni rozkładany jes t  do P¡ przez pirofosfa- 
tazę nieorganiczną, co przesuwa równowagę reakcji 
fosforybozylacji Ade w prawo, czyniąc j ą  nieodwra­
calną.

Aktywatorami APRT sądw uw artościow e kationy, 
z których najefektywniejszym jest  M g2+ [16]. Inhibi­
torami są produkty reakcji katalizowanej przez ten 
enzym (AMP —  inhibitor kompetycyjny, PP¡ —  inhi­
bitor niekompetycyjny), a także ADP i ATP (inhibi­
tory kompetycyjne), które łączą się zarówno z m iej­
scem wiązania Ade, jak  i AMP. G M Pjest  inhibitorem 
allosterycznym, aczkolwiek nie jest pewne, czy ze 
względu na małe stężenie wewnątrzkomórkowe od­
grywa rolę regulacyjną in vivo  [16].

Wykazano, że erytrocytarna APRT jest białkiem 
enzymatycznym o masie cząsteczkowej 19 kDa, któ­
re funkcjonuje w postaci homodimeru [17, 18]. Wy­
kazano także, że część aktywności APRT związana 
jes t  z b łoną erytrocytarną, tworząc szybko wysy­
cający się system transportu zasad purynowych do 
krwinek [19].

Najistotniejszym param etrem  decydującym o 
szybkości reakcji, przy określonym stężeniu Ade, 
jes t  stosunek [PRPP]/[AMP], bowiem reakcja jest 
zwrotnie ham owana przez AM P na zasadzie w zajem ­
nej wyłączności wiązania AM P i PRPP przez APRT 
[16, 18].

Reakcja katalizowana przez APRT jest jedyną 
drogą, poprzez k tórą wolna adenina ulega inkorpora­
cji do nukleotydów adeninowych.

Deficyt APRT prowadzi do wzrostu stężenia ade­
niny i 2,8-dihydroksyadeniny. Oznaczenie aktywno­
ści APRT w erytrocytach ma znaczenie w diagnosty­
ce dihydroksyadeninurii [16]. Przy prawidłowej ak­
tywności APRT (w zhemolizowanych erytrocytach 
aktywność APRT wynosi 24,5 ±  4,8 nmol/mg Hb/h) 
enzym przekształca prawie całą pulę adeniny do 
AMP. Ilość Ade wydalonej z moczem jest wówczas 
bardzo mała [16].

Erytrocytarna aktywność APRT wzrasta w deficy­
cie PNP i HGPRT [17].

11-1.3. Resynteza IM P i GM P

Fosforybozylotransferaza hipoksantynowo-gu- 
aninowa (HGPRT) katalizuje reakcję fosforybozyla­
cji Hyp do IMP i Gua do GMP, wykorzystując jako 
substrat również PRPP [17]. Erytrocytarna aktyw­
ność HGPRT w stosunku do Hyp i Gua wynosi odpo­
wiednio 2,14 ±  0,15 pm ol/m g białka/min i 2,49 ± 
0,24 pm ol/m g białka/min [20].
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W erytrocytach HGPRT występuje w postaci kilku 
izoenzymów. Aktywna postać enzymu ma formę di- 
meru o masie cząsteczkowej 24 kDa [21].

HGPRT jest enzymem cytoplazmatycznym wyka­
zującym aktywność w pH 7,1 -9,1. Badania kinetycz­
ne wpływu jonów  magnezu pozwoliły stwierdzić, że 
magnez aktywuje enzym poprzez kompleksowanie z 
PRPP. PRPP w formie soli dimagnezowej jes t  najko­
rzystniejszym substratem dla HGPRT [22].

Całkowity deficyt HGPRT w erytrocytach wystę­
puje w zespole Lesch-Nyhana (ciężkie zaburzenia 
neurologiczne, hiperurykemia, nefropatia), nato­
miast częściowy —  w zespole Kelley-Seegmiller (hi­
perurykemia, nefropatia i dna moczanowa, bez zabu­
rzeń neurologicznych).

II-2. Nukleozydy jako substraty w resyntezie mono- 
nukleotydów

Źródłem nukleotydów purynowych w erytrocy­
tach są również nukleozydy (Ado, Ino, Guo). Te w 
obecności kinaz o różnej swoistości substratowej i 
ATP ulegają fosforylacji do odpowiednich mononu- 
kleotydów.

Kinaza adenozynowa (AdoK) katalizuje reakcję 
fosforylacji Ado do AMP, wykorzystując jako sub- 
strat ATP lub GTP. Jest ona kluczowym enzymem re­
gulującym wew nątrzkom órkow ą pulę adenylanów 
[23-25]. Wykazano, że egzogenna Ado zwiększa stę­
żenie ATP w krwinkach czerwonych, prowadząc do 
wzrostu puli nukleotydów adeninowych [26]. Spa­
dek aktywności AdoK może powodować wzrost stę­
żenia nukleozydu w komórce, co prowadzi do zmian 
różnicy stężeń Ado między przestrzenią pozakomór- 
kow ą a wnętrzem komórki. Wynikiem tych zmian 
może być zmniejszony napływ nukleozydu do ko ­
mórki i wzrost jego  stężenia w przestrzeni pozako- 
mórkowej. Reakcja katalizowana przez AdoK zapo­
biega nadmiernemu katabolizmowi AMP, chroniąc w 
ten sposób wewnątrzkom órkową pulę adenylanów 
[24].

Kinaza inozynowa (InoK) i guanozynowa (GuoK) 
katalizują reakcje fosforylacji Ino i Guo odpow ied­
nio do IMP i GMP.

Tak więc, resynteza nukleotydów adeninowych, 
które stanowią 85% wszystkich wolnych nukleoty­
dów erytrocytarnych [27], może odbywać się zarów ­
no na:
—  szlaku zależnym od PRPP, wym agającym  aktyw ­

ności APRT i substratu w postaci Ade,
—  szlaku adenozynowym, wym agającym  aktyw no­

ści AdoK i substratu w postaci Ado.

Stała Michaelisa APRT dla Ade wynosi 1 -5 pM, a 
AdoK dla Ado 2 pM. Oznaczone stężenia Ade i Ado 
w erytrocytach wynoszą odpowiednio 13 pM  i 1 pM 
[28].

Wykazano, że obniżenie aktywności PK prowadzi 
do 50% spadku stężenia ATP, którem u nie towarzy­
szy jednak  wzrost stężenia ADP i AM P [28]. Zmiany 
takie można wyjaśnić zaburzeniami na szlaku resyn- 
tezy tych nukleotydów. Wykazano bowiem, że w 
krwinkach czerwonych z niedoborem  tego enzymu 
powstają mniejsze ilości PRPP —  bezpośredniego 
substratu w reakcjach katalizow anych przez APRT i 
HGPRT, upośledzony jes t rów nież szlak adenozyno- 
wy na etapie AdoK [28]. Spadek stężenia PRPP pro­
wadzi do obniżenia stężeń nukleotydów adenino­
wych i N A D +, zahamowania aktywności kinazy piro- 
gronianowej, a także dehydrogenazy aldehydu 3-fos- 
foglicerynowego i w konsekwencji hamuje przebieg 
glikolizy. Drastyczne obniżenie stężenia ATP może 
prowadzić do zaburzeń aktywnego transportu K + do 
wnętrza krwinki. Ubytki elektrolitów pociągają  za 
sobą utratę wody osmotycznej, utratę plastyczności 
krwinek i w konsekwencji przedw czesne ich n iszcze­
nie w śledzionie.

II-3. Źródła adeniny i adenozyny jako bezpośred­
nich substratów w resyntezie nukleotydów  
adeninowych

Reakcje reutylizacji Ade i Ado są źródłem erytro­
cytarnych nukleotydów adeninowych (ATP, ADP, 
AMP). Metabolicznym celem fosforybozylacji Ade i 
fosforylacji Ado jes t wprow adzenie tych związków 
na szlak syntezy w ysokoenergetycznych nukleoty­
dów adeninowych (ATP, ADP).

Szlak poliamin jes t podstaw owym  źródłem Ade. 
5-deoksy-5-metylotioadenozyna (MT-Ado, MTAR) 
powstająca po dekarboksylacji SAM na szlaku polia­
min jes t substratem dla fosforylazy 5 MT-Ado (EC 
2.4.2.28). Produktami reakcji katalizowanej przez 
ten enzym jest  Ade i 5 M T-R yb-l-P  [16]. Ten sam en­
zym —  fosforylaza 5 MT-Ado —  może również 
uwalniać Ade i R yb-l-P  z adenozyny w przypadku 
wzrostu stężenia tego nukleozydu np. w czasie n ie­
dokrwienia tkanek [16].

W przeciwieństwie do Gua i Hyp, Ade nie pow sta­
je  jako produkt działania PNP —  enzymu, który kata­
lizuje fosforolityczne rozszczepienie nukleozydów 
(nie wykazuje aktywności w obec Ado) do zasad pu­
rynowych i rybozo-1 -fosforanu (R yb-l-P ).  Badania 
nad oczyszczoną SAHH wykazały, że w reakcji kata­
lizowanej przez ten enzym (odwracalna hydroliza 
SAH do Ado i L-homocysteiny) powstaje niestabilny
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metabolit pośredni —  3-ketoadenozyna, której 
wiązanie g likozydowe ulega samoistnej, nieenzyma- 
tycznej hydrolizie z uwolnieniem Ade [23]. W ten 
sposób w erytrocytach Ade uwolniona podczas 
wiązania nukleozydów  z SAHH, może uczestniczyć 
w syntezie nukleotydów purynowych dzięki reakcji 
katalizowanej przez A PRT [23].

W kom órkach A do powstaje jako  produkt rozpadu 
nukleotydów adeninowych (zwiększona hydroliza 
ATP i obniżony stosunek [ATP]/[ADP] prowadzą do 
defosforylacji AM P), jak  również w reakcji katalizo­
wanej przez SAHH (odwracalna hydroliza SAH do 
Ado i L-hom ocysteiny) [29]. Ze względu na dużą 
wydajność transportu błonowego (dyfuzja ułatwiona 
za pośrednictwem specyficznych N a+-niezależnych 
lub N a+-zależnych transporterów nukleozydowych 
[30, 31]) uwalnianie Ado z komórek i (albo) jej w y­
chwyt są limitowane stężeniem Ado w cytoplazmie, 
dzięki czemu występuje niewielki gradient chemicz­
ny m iędzy środowiskiem wewnątrz- i zewnątrzko- 
mórkowym. Stężenie Ado w płynie komórkowym i 
pozakomórkowym  je s t  wypadkow ą aktywności en­
zymów j ą  metabolizujących i (jej) transportu przez 
błony cytoplazmatyczne.

W osoczu głównym  źródłem Ado są komórki 
śródbłonka naczyń [32-34]. Stężenie Ado w osoczu 
jest określane na 0,02-2,0 pM  [4, 31]. Jej okres 
półtrwania wynosi zaledwie kilka sekund, bowiem 
Ado eliminowana z osocza przez krwinki czerwone 
jes t bardzo szybko deaminowana do Ino przez 
w ew nątrzkom órkow ą ADA (izoenzym ADA i) lub 
fosforylowana do A M P przez AdoK [24, 34]. Stała 
Michaelisa AdoK w porównaniu z ADA jest niższa 
dla Ado stąd przy niższych stężeniach substratu reak­
cją dom inującą jes t jego  fosforylacja [31, 35]. W de- 
aminacji Ado we krwi duża rolę odgrywa również 
aktywność osoczowa AD A (izoenzym ADA 2) [36]. 
Zwiększony wychwyt Ado przez krwinki czerwone 
może prowadzić do wzrostu puli nukleotydów adeni­
nowych co wykazano w badaniach in vitro [25, 31, 
37].

Metabolizm Ado w powiązaniu z metabolizmem 
energetycznym krwinki czerwonej przedstawiono na 
Rye. 1.

III. Przemiany mononukleotydów

Najprawdopodobniej w dojrzałych erytrocytach 
IMP nie jes t  istotnym źródłem AMP, ponieważ ko­
mórki te nie w ykazują aktywności syntetazy adeny- 
lobursztynianowej (EC 6 .3.4.4), kluczowego enzy­
mu cyklu nukleotydów purynowych [26, 38]. Stąd w 
erytrocytach reakcja prowadząca do nieodwracalnej,

hydrolitycznej deaminacji AMP do IMP powinna 
być ściśle kontrolowana z powodu konieczności 
chronienia komórkowego ATP.

Powstały w erytrocytach AMP jes t  fosforylowany 
do ADP w reakcji katalizowanej przez kinazę adeny- 
lanow ą(A K , EC 2.7.4.3) [39]. Resynteza ATP z ADP 
odbywa się w reakcjach fosforylacji substratowej z 
udziałem kinazy fosfoglicerynianowej (PGK; EC 
2.7.2.3) i kinazy pirogronianowej (PK, EC 2.7.1.40). 
Reakcje te są jedynym  źródłem ATP w tych kom ór­
kach.

Ryc. 1. Metabolizm Ado w powiązaniu z metabolizmem energetycz­
nym krwinki czerwonej.

GMP w reakcjach katalizowanych przez kinazy 
guanylanowe: kinazę monofosforanów nukleozy­
dów (EC 2.7 .4 . 8 ) i kinazę difosforanów nukleozy­
dów (EC 2.7.4. 6 ) jes t fosforylowany odpowiednio do 
GDP i GTP [40]. Źródłem GMP w erytrocytach może 
być także IMP, który przy udziale dehydrogenazy 
IMP (EC 1.2.1.14) i N A D +jest utleniany do ksanto- 
zyno-5’-monofosforanu (XMP). XM P po przyłącze­
niu grupy - N H 2 glutaminy w obecności ATP daje 
ostatecznie GMP. Ostatnia reakcja katalizowana jest 
przez syntetazę GMP (EC 6 .3.5.2) współdziałającą z 
ATP [5].
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Aktywność kinazy monofosforanów nukleozy- 
dów w ludzkich krwinkach czerwonych wynosi 0,35 
U/mL komórek, co stanowi tylko lA  aktywności AK, 
natomiast aktywność kinazy difosforanów nukleozy- 
dów (76,0 U/mL komórek) jes t  60-krotną aktyw­
nością A K  i 200-krotną aktyw nością  kinazy GMP
[41].

Pula nukleotydów adeninowych (TAN = [ATP] + 
[ADP] + [AMP]), a także guaninowych (TGN = 
[GTP] + [GDP] + [GMP]) w warunkach pra­
widłowych utrzymywana jes t  na stałym poziomie. 
Zachowanie stosunku stężeń [ATP]/[ADP] i 
[GTP]/[GDP] jest możliwe dzięki stałym przem ia­
nom nukleotydów purynowych (Ryc. 1).

Stosunek stężeń poszczególnych nukleotydów 
wewnątrz tej puli jes t u trzymywany przede wszyst­
kim przez aktywność kinazy adenylanowej, kinaz 
guanylanowych, a także enzymów związanych z ka­
tabolizmem tych związków.

Kinaza adenylanowa odgrywa rolę układu bufo­
rującego w przypadku zmian stężeń nukleotydów 
adeninowych. Jednocześnie działa jako regulator we 
wszystkich reakcjach przebiegających z udziałem 
nukleotydów adeninowych działających jako  akty­
watory bądź inhibitory [42, 43].

W zajemny stosunek stężeń ATP, ADP, AM P w ko­
mórce określany jes t  przez stan równowagi w reakcji 
katalizowanej przez kinazę adenylanową: 2 ADP <-» 
ATP + AMP

Reakcje te um ożliwiają wykorzystanie fosforanu 
bogatoenergetycznego w ADP do syntezy ATP, re- 
fosforylację AMP, a także wzrost stężenia AM P przy 
spadku stężenia ATP. AMP jako  efektor allosterycz- 
ny prowadzi do nasilenia reakcji katabolicznych 
skutkujących wzrostem stężenia ATP w komórce. 
Tak więc, składniki puli nukleotydów adeninowych 
są wzajemnie przekształcane w reakcjach katalizo­
wanych przez AK, których stałe równowagi zbliżone 
są do jedności.

W warunkach fizjologicznych suma stężeń nukle­
otydów adeninowych nie ulega dużym zmianom, 
jednak skład puli nukleotydów zmienia się w zale­
żności od aktywności różnych dróg metabolicznych.

W latach sześćdziesiątych A t k i n s o n wysunął 
hipotezę, według której pula nukleotydów adenino­
wych odzwierciedla poziom energii w komórce i de­
cyduje o kierunku reakcji enzymatycznych [44].

Utrzymanie wysokiego potencjału fosforylacji 
wyrażonego bądź jako stosunek stężenia ATP (GTP) 
do iloczynu stężeń ADP (GDP) i Pj, bądź za pom ocą 
wzoru Atkinsona, określającego ładunek energetycz­
ny adenylanów (AEC) i guanylanów (GEC), jes t  w a­

runkiem wykorzystania energii zgromadzonej w po­
staci ATP i GTP [44].

AEC [ATP] + 0,5[ADP]
[ATP] +[ADP] +[AMP]

GEC [GTP] + 0,5[GDP]
[GTP] +[GDP] +[GMP]

Teoretycznie wartości AEC i GEC mieszczą się w 
zakresie od 0 (gdy w układzie obecny jest tylko AMP 
bądź GMP) do 1 (gdy w układzie obecny jest tylko 
ATP bądź GTP). W warunkach homeostazy organi­
zmu AEC i GEC krwinek czerwonych przyjmuje 
wartości 0,85-0,95 [45-47].

Wartość ładunku energetycznego adenylanów od­
zwierciedla najogólniej zdolność komórki do prze­
prowadzania procesów anabolicznych zależnych od 
ATP.

Stosunki stężeń nukleotydów adeninowych regu­
lowane są bezpośrednio równow agą reakcji katalizo­
wanej przez AK.

Ponieważ wartość AEC zależy od równowagi 
między ciągami reakcji wykorzystującymi ATP i 
szlakami metabolicznymi wytwarzającymi ATP, ak­
tywność poszczególnych dróg metabolicznych jest 
regulowana wielkością AEC. Komórki stabilizują 
wartość AEC dostosowując szybkość reakcji w yko­
rzystujących ATP do stanu zapotrzebowania na ener­
gię. Obniżenie wartości AEC prowadzi do wzrostu 
stężenia ATP. Zatem, jeśli procesy związane z zuży­
ciem energii są aktywowane do stopnia, w którym 
wartość AEC obniża się, produkcja ATP jes t 
gwałtownie przyspieszana by pokryć wzrost w ydat­
kowanej energii [42].

W erytrocytach szybkość glikolizy, która jes t  j e ­
dynym źródłem ATP, kontrolowana jest przez PFK. 
W warunkach fizjologicznych przy prawidłowym 
stężeniu ATP i fruktozo-6 -fosforanu enzym w ykazu­
je  tylko 0,1% swojej aktywności [48]. Aktywność 
erytrocytarnej PFK podlega regulacji przez efektory, 
spośród których ATP jest najważniejszym inhibito­
rem, a AM P i Pi najsilniejszymi aktywatorami [49]. 
Wzrost stężenia ATP w komórce obniża pow inow ac­
two enzymu do substratu [48]. Hamujące działanie 
ATP jest znoszone przez AMP, stąd aktywność PFK 
wzrasta w momencie obniżenia stosunku 
[ATP]/[AMP] i wzrostu stężenia Pi. Tak więc spadek 
stężenia ATP w komórce prowadzi do wzrostu ak­
tywności PFK. Równocześnie dzięki reakcji katali­
zowanej przez AK wzrasta stężenie AMP —  aktyw a­
tora PFK.
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IV. Katabolizm nukleotydów purynowych 
w krwinkach czerwonych

IV-1. Katabolizm mononukleotydów

Szlaki przemian katabolicznych nukleotydów pu­
rynowych w pierwszych etapach przebiegają różny­
mi torami i rozpoczynają się defosforylacją mononu­
kleotydów (AMP, IMP, GMP) do odpowiednich nu­
kleozydów (Ado, Ino, Guo).

Hydrolityczne odszczepienie reszty fosforanowej 
z pozycji 5 ’-m ononukleotydów odbywa się przy 
udziale wewnątrzkomórkowych 5 ’-NT (w odróżnie­
niu od ekto-5’-NT związanej z zewnętrzną po­
wierzchnią błony komórkowej). Erytrocytarna, cyto­
solowa 5 ’-NT występuje w postaci kilku izoenzy- 
mów, które wyróżniono na podstawie preferencji 
substratowej [50]. Dowodem odrębności katalizowa­
nych reakcji są badania kinetyczne wykazujące, że to 
cytosolowa 5 ’-NT specyficzna wobec AM P (cN-I) 
jes t odpowiedzialna za uwolnienie Ado z AMP, pod­
czas gdy cytosolowa 5 ’-NT specyficzna wobec IMP i 
GMP (cN-II) uwalnia Ino i Guo odpowiednio z IMP i 
GMP [51, 52].

Badania nad oczyszczoną, erytrocytarną cN-I w y­
kazały, że jes t ona białkiem o masie cząsteczkowej 
36 kDa, w punkcie izoelektrycznym (pH = 5,1) m ono­
merem, którego aktywność zależy od M g2+. Inhibito­
rami są jony metali ciężkich i związki z reaktywną 
grupą tiolową, aktywatorem zaś ADP, lecz nie ATP 
[53]. Wykazano również, że erytrocytarna cN-I w y­
kazuje swoją aktywność przy wzroście stężenia 
AMP. Aktywność enzymu nie zależy od stężenia Pi 
[50, 52].

W prawidłowych erytrocytach rybosomalny RNA 
ulega degradacji do nukleotydów 5 ’-purynowych i 
5 ’-pirymidynowych. Te są następnie defosforylowa- 
ne przez 5 ’-NT. W retikulocytach z niedoborem cN-I 
rozkład rybosomalnego RNA jest zaburzony, co pro­
wadzi do wzrostu stężenia nukleotydów —  wśród 
nich 80% stanowią nukleotydy pirymidynowe. Defi­
cyt cN-I związany jes t z hem olityczną niedokrwisto­
ścią niesferocytową [54, 55].

Erytrocytarna cN-II je s t  odpowiedzialna za uw ol­
nienie Ino z IMP oraz Guo z GMP. Jest to białko en­
zymatyczne o masie cząsteczkowej 65 kDa [56], ak­
tywowane przez ATP w obecności IMP jako substra- 
tu i hamowane przez Pi [51, 57]. Tak więc, aktywacja 
enzymu przez ATP zależy od stężenia substratu i Pj. 
Wykazano również, że cN-II nukleotydaza jes t akty­
wowana przez 2,3-BPG [51,58].  Ponadto stwierdzo­
no, że ADP i 2,3-BPG m ogą działać synergistycznie. 
Razem stymulują enzym 4-krotnie silniej, niż gdyby

wystąpił jedynie efekt addytywnego działania tych 
związków [58].

W warunkach fizjologicznych katabolizm AMP w 
erytrocytach przebiega głównie drogą deaminacji do 
IMP i N H 3 w  reakcji katalizowanej prze AMPD —  
enzym cytoplazmatyczny o wysokiej specyficzności 
substratowej w stosunku do AM P [30]. W badaniach 
in vitro wykazano, że erytrocyty inkubowane w 
płynie Ringera-Krebsa, w warunkach zbliżonych do 
fizjologicznych (5 mM glukozy, 1,2 mM Pj, pH=7,7) 
u trzym ują niezmienne stężenia nukleotydów adeni­
nowych przez kilka godzin. W warunkach tych szyb­
kość powstawania Hyp jako końcowego produktu 
katabolizmu nukleotydów adeninowych w erytrocy­
tach wynosi około 4 mmol/h/mL komórek i nie ulega 
zmianie po dodaniu inhibitorów ADA i AdoK. Wyni­
ki tego eksperymentu w skazują na udział reakcji de­
aminacji AMP, a następnie defosforylacji IMP w po­
wstawaniu Hyp w warunkach fizjologicznych [50].

Deaminaza AM P występuje w postaci kilku izoen- 
zymów. W największych ilościach w wątrobie (izo- 
enzym L), mięśniach szkieletowych (izoenzym M) i 
erytrocytach (izoenzym E) [59]. Izoenzym erytrocy- 
tarny występuje w dwóch formach molekularnych 
(E) i E2) różniących się właściwościami kinetyczny­
mi i będących potranskrypcyjnie zmodyfikowanymi 
produktami jednego genu A M P D 3. Gen ten koduje 
białko o masie cząsteczkowej 89 kDa [60, 61]. A k­
tywna postać enzymu jes t  tetramerem o masie 
cząsteczkowej 285 kDa [62]. Punkt izoelektryczny 
dla tego enzymu określono w pH=5,0, a optymalne 
pH=7,0 [62].

Krwinki czerwone cechują się wysoką aktywno­
ścią AMPD (V max 200 mmol/h/L komórek), stąd 
efektywna kontrola deaminacji AMP odgrywa 
istotną rolę w regulacji stężenia nukleotydów adeni­
nowych w komórce (szczególnie ATP). Wykazano, 
że deaminaza AMP ma właściwości białka alloste- 
rycznego. Głównymi dotychczas rozpoznanymi ak­
tywatorami erytrocytarnej deaminazy są jony  metali: 
K+, Na+, Ca2+ oraz ATP i ADP. Natomiast P i5 IMP i
2,3-BPG ham ują aktywność enzymu [61]. Znane są 
również doniesienia o aktywacji enzymu przez IMP. 
Dodanie 2-5 mM  IMP do hemolizatów krwinek czer­
wonych zawierających 1 mM ATP i 3 mM 2,3-BPG 
prowadzi do 3-krotnego wzrostu szybkości deamina­
cji AMP [63]. W warunkach fizjologicznych niskie 
stężenie jonów  Ca2+ i wysokie 2,3-BPG są przyczyną 
niewielkiej aktywności deaminazy AMP w krwin­
kach czerwonych [51 ,61 , 63]. Jon potasowy w stęże­
niu 100-150 mM, zbliżonym do fizjologicznych stę­
żeń w komórkach, stabilizuje cząsteczkę deaminazy 
AMP w takiej konformacji, w której jest ona zdolna
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do przyłączenia fizjologicznych ligandów —  AMP, 
ATP i P;. Enzym jest aktywow any przez substrat i ha­
m owany przez produkt reakcji. W ykazano, że w 
obecności fizjologicznych stężeń efektorów ( 1 0 0  

mM KC1, 3 mM  2,3-BPG, 1 mM  Pj) erytrocyty inku- 
bowane w płynie Ringera-Krebsa (pH=7,4) z zawar­
tością 5 mM  glukozy i AM P w stężeniu 5-10 pM  ce­
chują się niską aktywnością AM PD. Wzrost stężenia 
AMP do 50 pM  prowadzi do 15-krotnego wzrostu 
aktywności enzymu [50].

Pula nukleotydów adeninowych w komórce w 
istotny sposób zależy od reakcji katalizowanej przez 
AMPD. Znaczenie tej reakcji wiązane jes t  głównie z 
regulacją stężeń kom ponentów TAN i buforowaniem 
zmian wartości ładunku energetycznego adenylanów 
[42].

W zrost stężenia AM P w komórce prowadzi do 
spadku wartości AEC. Zachodząca w wyniku 
działania AM PD deaminacja AM P przesuwa rów no­
wagę reakcji katalizowanej przez A K  w kierunku

Działanie mechanizmu stabilizującego wartość 
ładunku energetycznego adenylanów jest szczegól­
nie istotne w przypadku, kiedy w komórce zapotrze­
bowanie na energię przewyższa jej aktualną podaż
[42]. Wykazano również, że działanie stabilizujące 
wartość AEC odbywa się kosztem obniżenia całko­
witego stężenia nukleotydów adeninowych i całko­
witego stężenia ATP. Badania doświadczalne wyka­
zały, że obniżeniu wartości AEC erytrocytów towa­
rzyszy spadek TAN [42, 45, 64].

Aktywność deaminazy AMP maleje w miarę 
wzrostu ładunku energetycznego adenylanów i w za­
kresie wartości fizjologicznych ma charakter linio­
wy.

IV-2. Katabolizm nukleozydów

Wiązanie glikozydowe Ino oraz wiązanie glikozy- 
dowe Guo może ulegać fosforolizie w reakcji katali­
zowanej przez PNP. Ino zostaje przekształcona w

(d)GTP NADPH + H* NADP* ie novo 1 ,
(d)ATP
/

Ryb-l-P

\  H?0  HyD + 0? ,■

M  j *  h a

kXaii

t
UA

'PRPP

P, Ryb-l-P 
\

MT-A.Jv
\

ŁAde

Ryc. 2. Szlaki metabolizmu puryn w erytrocytach (linia ciągła) i poza nimi (linia przerywana).

syntezy ATP, co zapobiega drastycznemu obniżeniu 
wartości AEC. Wzrost stężenia ATP jes t  sygnałem do 
nasilenia przemian anabolicznych, co w konsekwen­
cji prowadzi do uwolnienia znacznych ilości Pj, za­
hamowania aktywności deaminazy AMP oraz obni­
żenia bezwzględnej ilości ATP. Tak więc, Pj i ATP w 
niskich stężeniach ham ują aktywność AM PD  zapo­
biegając nadmiernemu obniżeniu puli nukleotydów 
adeninowych [50].

Hyp i Ryb-l-P, a Guo w Gua i Ryb-l-P. Badania nad 
aktywnością PNP ludzkich erytrocytów pozwoliły 
wykryć przypadki niedoboru tego enzymu pro­
wadzące do wzrostu stężenia PRPP, Ino oraz NADL 
Wykazano także zależność pomiędzy aktywnością 
PNP a stężeniem 2,3-BPG w krwinkach czerwonych. 
Przy wzroście aktywności PNP (wzrost stężenia Hyp 
i R yb-l-P ) dochodzi do wzrostu stężenia tego meta­
bolitu.
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Ado nie ulega fosforolizie do Ade, lecz jes t meta­
bolizowana albo przez refosforylację przy udziale 
A doK  do AMP, albo przez deaminację przy udziale 
A D A  do Ino [65]. Przy niskich stężeniach Ado prze­
w ażającą przem ianą jes t  jej fosforylacja do AMP, 
przy wyższych stężeniach przeważa procentowo de- 
aminacja, mimo że następuje bezwzględny wzrost 
wydajności procesu fosforylacji [31]. Spośród 
dwóch izoenzymów ADA, izoenzym ADA] w ystępu­
je  w ewnątrzkom órkowo m. in. w erytrocytach. Km 
dla ADA! wynosi 5,2 x 10'5, a optimum pH 7-7,7. 
Dzięki jej aktywności komórki te sprawnie wychw y­
tują adenozynę i 2 ’-deoksyadenozynę deaminując 
substraty odpowiednio do inozyny i 2 ’-deoksyino- 
zyny. T ą drogą chronią komórki jądrzaste przed nad­
miarem zewnątrzpochodnej 2 ’-deoksyadenozyny 
[32]. Katalitycznie aktywne białko enzymu jest me- 
taloenzymem (1 mol Z n2+ przypada na 1 mol białka 
[6 6 ]). ADAi może funkcjonować w formie m onom e­
ru o masie cząsteczkowej 30-47 kDa i dimeru dwóch 
cząsteczek ADA i połączonych glikoproteiną w kom ­
pleks o masie cząsteczkowej 230-440 kDa [67].

Ze względu na to, że erytrocyty nie wykazują ak­
tywności oksydoreduktazy ksantynowej (Hyp —» 
Xan) i guanazy (Gua -»  Xan) (EC 3.5.4.3), Hyp i Gua 
są końcowymi produktami katabolizmu nukleoty­
dów purynowych. Zasady te m ogą być włączone w 
szlaki przemian jako substraty dla HGPRT (reakcje 
reutylizacji), a R yb-l-P  po izomeryzacji do Ryb-5-P 
m oże stać się substratem w syntezie PRPP, bądź 
m oże być włączony w przemiany na szlaku pentozo- 
fosforanowym, dostarczając produktów pośrednich 
glikolizie (aldehyd-3-fosfoglicerynowy i frukto- 
zo- 6 -fosforan).

Szlaki metabolizmu puryn w erytrocytach przed­
stawiono na Ryc. 2.
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Transport glutaminy w ośrodkowym układzie 
nerwowym 

Glutamine transport in the central nervous system

MARTA SIDORYK
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I. Rola glutaminy w ośrodkowym układzie 
nerwowym

L-Glutamina (Gin) jes t  ważnym substratem ener­
getycznym i metabolitem zaangażowanym w szereg 
procesów komórkowych w ośrodkowym układzie 
nerwowym (OUN). Stężenie Gin w komórkach mó-

Mgr, Polska Akademia Nauk, Instytut Medycyny Doświadczal­
nej i Klinicznej, Zakład Neurotoksykologii, ul. Pawińskiego 5, 
02-106 Warszawa, e-mail: marthas@cmdik.pan.pl
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zgu waha się w granicach 6-11 mM [1], z nieznacz­
nymi różnicami w poszczególnych jego regionach 
[2]. Zewnątrzkomórkowe stężenie Gin mierzone w 
mikrodializatach różnych regionów mózgu wynosi 
od 0,13 mM do 0,5 mM [3]. W ysoka zawartość Gin w 
OUN [1] wskazuje na jej szczególne znaczenie w 
mózgu.

Gin pełni k luczową rolę w szeregu dróg metabo­
licznych w OUN. Bierze ona udział w metabolizmie 
amoniaku, przemianach energetycznych i syntezie 
neuroprzekaźników aminokwasowych: pobudza­
jącego kwasu glutaminowego (Glu) oraz ham u­
jącego kwasu y-aminomasłowego (GABA). Każda z 
tych funkcji wymaga kontrolowanego transportu Gin 
pomiędzy komórkami i wewnątrz komórek. Wobec 
braku w OUN pełnego cyklu mocznikowego, am o­
niak neutralizowany jes t  na drodze syntezy Gin z Glu 
i amoniaku. Synteza ta odbywa się wyłącznie w 
astrocytach, w  reakcji katalizowanej przez syntetazę 
glutaminianową (GS) [4, 5]. Nowo zsyntetyzowana 
Gin bierze udział w wielu procesach w obszarze 
OUN (patrz poniżej), a jej nadmiar jest częściowo 
wyprowadzany przez barierę krew-mózg. Rola Gin 
jako substratu w metabolizmie energetycznym ko­
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mórki wiąże się z jej aktywnym transportem do w nę­
trza mitochondriów [6 ]. Proces ten jes t  silnie ham o­
wany przez szereg aminokwasów, pełniących funk­
cję naturalnych m odulatorów transportu Gin [7]. K o­
lejna funkcja Gin, wym agająca jej transportu, to 
udział w neuroprzekaźnictwie komórkowym. Gin 
ulega uwolnieniu z astrocytów i następnie jes t  trans­
portowana do neuronów. W wyniku hydrolizy z 
udziałem glutaminazy aktywowanej fosforanem 
(PAG), z Gin powstaje pobudzający neuroprzeka- 
źnik -  kwas glutaminowy [8 ]. Z kolei dekarboksyla­
cja Glu prowadzi do tworzenia się neuroprzekaźnika 
hamującego —  kwasu y-aminomasłowego [9]. 
Uwolniony z neuronalnych zakończeń presynaptycz- 
nych Glu, po wychwycie przez astrocyty, je s t  następ­
nie metabolizowany do Gin, co zamyka cykl Gln-Glu 
(Ryc. 1).

przez błony komórkowe uczestniczą przede wszyst­
kim układy A, ASC, N oraz L.

III. Transport glutaminy w OUN: historia 
badań

Transport aminokwasów w mózgu stanowi przed­
miot zainteresowania badaczy ju ż  od ponad 30 lat. 
Przez długi czas panował pogląd, że Gin przechodzi 
przez błony komórkowe OUN na drodze prostej dy­
fuzji. Doniesienia kilku badaczy przemawiały za 
tym, że Gin po wypływie z astrocytów ulega następ­
nie wychwytowi przez neurony [ 1 2 , 13], ale nie w ia­
domo było, czy Gin przemieszcza się aktywnie po­
między tymi komórkami. Pierwszych danych cha­
rakteryzujących aktywny transport Gin dostarczyła 
praca wykonana przez B a l c a r a  i J o h n s t o n e ’ a

ASTRO C YT NEURON

JC
SNAT3
SNAT5
A SCT2

SNA T3  
SNA T5  
ASC T2 NHj

GLU A *
GS

GLN

SNAT3
SNAT5
A SCT2

N ACZYNIE W ŁO SO W A TE  
M ÓZGU

SNAT1
SNAT2 NH3

GLN J .
PAG

¥
GABA

GLU

GLU

Ryc. 1. Współdziałanie astrocytów, neuronów i naczyń włosowatych tworzących barierę krew- mózg w szlaku przemian Glu-Gln oraz syntezie neuro- 
przekaźników aminokwasowych. Udział w tych procesach białek transportujących glutaminą.

II. Układy transportujące aminokwasy i ich 
rola w transporcie glutaminy

Przy tak dużej liczbie reakcji i zdarzeń kom órko­
wych, w których uczestniczy glutamina, jej transport 
musi podlegać kontroli, stąd m nogość układów ak­
tywnego transportu, a także m echanizm ów  kontro­
lujących ten proces.

Za transport aminokwasów przez błony kom órko­
we odpowiedzialne są integralne błonowe białka 
transportujące [10]. Klasyfikacja transporterów 
opiera się przede wszystkim na ich swoistości sub­
stratowej, zależności od pH, zależności od jonów  i 
energii, zastępowalności N a+ przez Li+, kinetyki 
transportu, czy wreszcie regulacji przez czynniki ze­
wnętrzne. Pierwotnym kryterium podziału transpor­
terów jest ich zależność od jonów  N a+. Wyróżniamy 
zatem układy zależne od N a+, takie jak  A, ASC, N, B° 
i niezależne, jak  np. L, y+, b° [11]. W transporcie Gin

na skrawkach mózgu [14]. W tych czasach utrzymy­
wano, że zakończenia nerwowe nie są zdolne do w y­
chwytu Gin [15, 16]. Pogląd ten w późniejszych cza­
sach skorygowano. Kolejno wykazano aktywny 
transport w izolowanych z mózgu błonach komórko­
wych [17], skrawkach kory mózgu [18, 19], hodowli 
pierwotnej astrocytów i neuronów [2 0 , 2 1 ] oraz we 
frakcji astrocytarnej izolowanej z mózgu dorosłego 
szczura [22]. Już wcześniej nie było jasności co do 
zależności transportu od jonów  N a+. Opisano zarów­
no transport niezależny [23, 24], jak  i zależny od j o ­
nów N a+ [14, 17]. Dopiero ostatnie lata przyniosły 
długą listę sklonowanych transporterów Gin, na któ­
rej pokaźne miejsce zajm ują transportery wystę­
pujące w komórkach człowieka (Tab. 1). Badania 
transportu z ich udziałem wykazały cechy swoiste 
zarówno dla uprzednio opisanych układów transpor­
towych, jak  i dla Gin w stosunku do innych amino­
kwasów.
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Tabela 1.

Białka transportujące glutaminę w komórkach OUN w hodowli i in situ

Układ i poznane warianty 
(organizm)

Lokalizacja Odnośniki literaturowe

A

SNAT1 (szczur) neurony (hodowla) [30]
SNAT1 (człowiek) mózg [32]

glejaki [63]
SNAT2 (szczur) neurony (hodowla) [35]

mózg [34]
SNAT2 (człowiek) mózg [39]

ASC

ASCT1 (człowiek) mózg [57]
ASCT1 (szczur) neurony (hodowla) [58]
ASCT2 (szczur) astrocyty (hodowla) [60]
ATB° (człowiek) glejaki [63]

N

SNAT3 (szczur) astrocyty (hodowla) [37]
śródbłonek naczyń [43]

NAT (mysz) mózg [48]
NAT2 (mysz) mózg [49]
SNAT3 (człowiek) mózg [50]

glejaki [63]
SNAT5 (człowiek) mózg [51]

glejaki [63]

L

LAT1 (szczur) glejak C6 [69]
śródbłonek naczyń [76, 77]

LAT1 (człowiek) mózg [68]
LAT2 (szczur) mózg [71]
LAT2 (człowiek) mózg [72]
LAT2 (mysz) mózg [72]
LAT2 (królik) mózg [73]

IV. Szczegółowa charakterystyka układów  
transportujących aminokwasy

IV-1. Układ A

Układ A jes t  jednym  z pierwszych opisanych 
układów transportujących aminokwasy [25]. Układ 
ten jest aktywny wyłącznie w obecności jonów  N a+. 
Poza glutaminą wykazuje on powinowactwo do krót­
kich obojętnych aminokwasów, takich jak  alanina 
(Ala), seryna (Ser), prolina (Pro) i glicyna (Gly). 
Transport aminokwasów przez układ A jes t stymulo­
wany w środowisku zasadowym i w przeciwieństwie 
do układu N (por. następny podrozdział) nie jest 
sprzężony z wym ianą na jony  H + [26]. Unikalną 
cechą układu A jes t zdolność do transportu am ino­

kwasów N-metylowanych, których modelowym 
przedstawicielem jes t kwas N-metyloizomasłowy 
(MeAiB) [27]. Istotną cechą omawianego układu jest 
jego regulacja przez czynniki zewnętrzne: jest on ak­
tywowany przez hormony i niedobór aminokwasów 
[28, 29].

P ierwszym dobrze opisanym wariantem układu A 
na poziomie molekularnym był otrzymany z neuro­
nów szczura transporter SNAT1 (SA2, GlnT, ATA1)* 
[30-33]. Izoforma ta preferencyjnie rozpoznaje glu­
taminę i występuje głównie w sercu i mózgu. U 
człowieka SNAT1 (ATA1) został wyizolowany z 
łożyska [32]. Transporter ten występuje poza m ó­
zgiem w sercu i wątrobie. SN ATI człowieka w yka­
zuje 93% identyczności i 95% podobieństwa do 
SNAT1 szczura.

‘ Przyjęto ostatnio ujednoliconą nomenklaturę transporterów (33). W  nawiasach podano nazwy układów obowiązujące wcześniej. 
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Innym przedstawicielem systemu A jes t SNAT2 
(ATA2, SA1) wyizolowany z hodowli szczurzych 
neuronów glutaminianergicznych [33-35]. Izoforma 
ta wykazuje 55% identyczności z omawianym już 
SNAT1 szczura i w przeciwieństwie do niego rozpo­
znaje glutaminę w równym bądź mniejszym stopniu 
jak  inne aminokwasy obojętne. Inną cechą odróż­
niającą oba transportery jes t  powszechność występo­
wania wariantu SNAT2 w wielu tkankach. Izoforma 
ta wykazuje silne pokrewieństwo na poziomie se­
kwencji i właściwości transportowych do przedsta­
wiciela układu N —  SNAT3. G łów ną cechą odróż­
niaj ącą oba transportery jes t  brak translokacj i amino­
kwasów z jonam i H + w przypadku SNAT2 [36-38]. 
SNAT2 człowieka wyizolowany został z linii kom ór­
kowej wątrobiaka HepG2 [39]. Transporter ten w y­
kazuje 8 8 % identyczność i 93% podobieństwo se­
kwencji aminokwasowej ze SNAT2 u szczura. Po­
dobnie jak  SNAT2 szczura, transporter ludzki wystę­
puje powszechnie w różnych tkankach, takich jak 
m.in. łożysko, serce, śledziona, mięśnie, płuca, 
mózg. Wariant ten wykazuje wiele cech wspólnych z 
transporterem SNAT1, takich jak  brak tolerancji na 
jony  L f  oraz zależność od jonów  N a+ i pH.

IV-2. Układ N

IV-2.1. Białka układu N obecne w mózgu gryzoni 
i człowieka

Układ N wydaje się być najbardziej swoisty dla 
glutaminy. Układ ten wykazuje w ąską specyficzność 
substratową rozpoznając aminokwasy z azotem w 
łańcuchu bocznym, a zatem obok glutaminy, histydy- 
nę (His) i asparaginę (Asp). Po raz pierwszy układ 
ten opisano na w hepatocytach [40], a następnie w 
mięśniach [41] i neuronach szczurów [42].

Pierwszym wyizolowanym z mózgu transporte­
rem układu N jes t SNAT3 (SN1) szczura [33, 37]. 
Izoforma ta odpowiedzialna jes t  za transport gluta­
miny w obu kierunkach: na zewnątrz i do wnętrza 
astrocytu [43]. Aktywność transportowa SNAT3 jest 
zależna od jonów  N a+, toleruje Li+ i pH. Transport 
Gin związany jes t z w ym ianą na jony  H + i może od­
bywać się w sposób elektroobojętny bądź elektro- 
genny [37, 44]. W m ózgu SNAT3 występuje swoiś­
cie w astrocytach. Ponadto spotyka się go w dużych 
stężeniach w nerce i wątrobie [45]. Najnowsze bada­
nia immunohistochemiczne pozwoliły zlokalizować 
SNAT3 w komórkach endotelialnych i splotach na­
czyniówki mózgu [43, 46]. Badania nad lokalizacją 
wykazały wysokie stężenie tego transportera we 
wszystkich fazach rozwojowych mózgu szczura. Za­

obserwowano również w yraźną korelację między 
podwyższonym poziomem SNAT3 a wzrostem stę­
żenia neuroprzekaźników aminokwasowych: GABA 
i Glu. W trakcie rozwoju embrionalnego mózgu eks­
presja genu kodującego ten transporter wykazuje ko­
relację ze zmieniającym się stężeniem glutaminy
[43]. SNAT3 uczestniczy w transporcie Gin przez 
barierę krew-mózg [46, 47].

Innym wariantem układu N je s t  wyizolowany z 
wątroby myszy NAT. Izoforma ta występuje również 
w mózgu. NAT wykazuje silne powinowactwo do 
His i Gin [48]. Kolejnym transporterem przynale­
żnym do układu N jes t  NAT2 myszy [49]. Transpor­
ter ten swą nazwę zyskał z powodu silnej homologii z 
NAT. NAT2 wykazuje silne powinowactwo do Gin, 
częściowo toleruje Li+. Transporter ten występuje 
przede wszystkim w siatkówce i w nieco mniejszym 
stężeniu w mózgu.

Pierwszym znanym transporterem przynależnym 
do omawianego układu u człowieka jes t  wyizolow a­
ny z linii komórkowej wątrobiaka HepG2 SNAT3 
(SN1) [33, 50]. SNAT3 człowieka wykazuje 90% 
identyczności i 91% podobieństwa w składzie ami- 
nokwasowym ze SNAT3 szczura, a także silną homo- 
logię z omawianymi już  transporterami SNAT1 i 
SNAT2. Transport Gin przez ludzki SNAT3 sprzę­
żony jes t z transportem dwu jonów  N a+ i przeniesie­
niem w odwrotnym kierunku jednego jonu  H+. Trans­
porter ten wykazuje powinowactwo do His, Asp, 
Ala, a ponadto jes t zależny od pH i jonów  N a+, tole­
ruje zastąpienie N a+jonam i Li+. SNAT3 występuje u 
człowieka głównie w wątrobie, nerce i mózgu.

Kolejnym przedstawicielem układu N jes t  w yizo­
lowany z linii komórek w ątrobowych człowieka 
SNAT5 (SN2) [33, 51]. Wariant ten wykazuje 62% 
identyczność składu am inokwasow ego ze SNAT3 
szczura. Oprócz aminokwasów transportowanych 
przez SNAT3, SNAT5 dodatkowo rozpoznaje Ser i 
Gly, a także wykazuje silniejsze powinowactwo do 
His niż do Gin. SNAT5 w przeciwieństwie do SNAT3 
występuje powszechnie w wielu narządach. Obec­
ność obu wariantów stwierdzono we wszystkich ba­
danych regionach mózgu, takich jak  m.in. móżdżek, 
kora, płaty czołowe, płaty boczne.

IV-2.2. Regulacja układu N na poziom ie białka

Najnowsze prace donoszą o m echanizm ie regu­
lującym aktywność układu N. Znany jes t  wpływ liga- 
zy ubikwitynowej (Nedd 4-2), kinazy indukowanej 
glikokortykoidami (SGK) oraz kinazy białkowej B 
(PKB) na aktywność transportera SNAT3 [52]. 
Nedd4-2 jako regulator białek kanałów  błonowych
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[53] silnie hamuje transport glutaminy przez 
SNAT3. Efekt ten jest znoszony przez kinazy SGK i 
PKB. W ydaje się, że fosforylacja Nedd4-2 przez ki- 
nazę SGK osłabia powinowactwo ligazy ubikwity- 
nowej do białka docelowego, jak im  jest SNAT3. W 
konsekwencji nie dochodzi do ubikwitynizacji, in­
ternalizacji i degradacji transportera. Kontrola 
SNAT3 przez SGK może okazać się istotna w regula­
cji transportu glutaminy, szczególnie w warunkach 
jej nadmiaru bądź niedoboru. W dodatku wiadomo, 
że aktywacja kinazy SGK odbywa się przy braku 
aminokwasów w środowisku [54], a także pod 
wpływem hormonów i cytokin [55].

IV-3. Układ ASC

Układ ASC swą nazwę pozyskał z uwagi na to, że 
transportuje on Ala, Ser, cysteinę (Cys), treoninę 
(Thr). Wiadomo jednak, że ma również silne powino­
wactwo do glutaminy. Układ ten wykazuje cechy za­
leżności od jonów  N a+, jes t  mało wrażliwy na pH, nie 
toleruje Li+ [56].

Pierwszą poznaną izoformą tego układu jest 
ASCT1. Transporter ten wyizolowano zarówno z 
mózgu ludzkiego [57], jak  i szczurzego [58]. ASCT1 
człowieka i szczura nie ma jednak  powinowactwa do 
Gin.

Kolejny transporter przynależny do omawianego 
układu —  ASCT2, został wyizolowany z jąder m y­
szy. Transporter ten powszechnie występuje w wielu 
tkankach, jakkolw iek wydaje się być nieobecny w 
mózgu myszy [59]. Z kolei ASCT2 szczura wykazuje 
silną ekspresję genu kodującego ten transporter w 
hodowli astrocytów. Nie wykazano natomiast eks­
presji genu kodującego ASCT2 w hodowanych neu­
ronach. U szczurów ASCT2 występuje w mózgu, za­
równo we wczesnych stadiach rozwojowych, jak  i u 
osobników dojrzałych [60]. Transporter ten odpo­
wiedzialny jes t  za wyrzut Gin z astrocytów na zasa­
dzie wymiany z zewnątrzkomórkowymi am inokwa­
sami obojętnymi. ASCT2 może katalizować zarów­
no napływ, jak  i wypływ Gin. Transport am inokwa­
sów odbywa się w sposób elektroobojętny. Kolejnym 
transporterem przynależnym do układu ASCT jest 
wyizolowany z jelita  królika ATB°. Transporter ten 
występuje w mózgu [61].

Znany jest również transporter należący do om a­
wianego systemu, ATB° wyizolowany z nabłonka 
kosmówkowego łożyska ludzkiego [62]. Transporter 
ten wykazuje 76% homologię z omawianym już 
ASCT2 szczura i występuje w wielu tkankach, 
przede wszystkim w nerce, łożysku, jelicie, mózgu 
[62, 63]. ATB° człowieka wykazuje silne powino­

wactwo do Ala, Ser, Cys, Thr. Transport Gin z jego 
udziałem odbywa się w sposób elektroobojętny.

IV-4. Układ L

U kład L cechuje wysokie powinowactwo do le- 
ucyny (Leu) i słabsze do glutaminy [25]. Pomimo 
tego obserwowano transport Gin przez układ L za­
równo w neuronach, jak  i astrocytach [64, 65]. Inną 
cechą odróżniającą ten układ od uprzednio om aw ia­
nych jes t  jego niezależność od jonów  N a+ [6 6 ] oraz 
hamowanie przez niemetabolizowalny analog ami- 
nokwasowy, kwas 2 -aminobicyklokarboksylowy 
(BCH) [27].

Cechy czynnościowe pierwszej poznanej izofor­
my LAT1 tego układu opisano u człowieka [67, 6 8 ] i 
szczura [69]. Kolejnym poznanym u człowieka [70], 
szczura [71], myszy [72], królika [73] przedstawicie­
lem układu L jes t wariant LAT2. Obie izoformy, po­
mimo wysokiej homologii sekwencji aminokwaso- 
wych, silnie różnią się między sobą właściwościami 
kinetycznymi i lokalizacją narządową. LAT2 w yka­
zuje zdecydowanie silniejsze powinowactwo do Gin 
[69, 71] i występuje powszechniej w różnych tkan­
kach niż LAT1 [70, 73]. Oba warianty różni także 
wrażliwość na pH środowiska. Transporter LAT1 nie 
jes t zależny od pH, natomiast aktywność transporto­
wa LAT2 jes t  stymulowana przy niskim pH [73].

Bardzo istotną cechą omawianego układu jest 
jego udział w transporcie glutaminy przez barierę 
krew-mózg.

V. Transport glutaminy przez barierę 
krew-mózg

Utworzona przez komórki endotelialne naczyń 
mózgu i ich ścisłe połączenia bariera krew-mózg sta­
nowi fizyczną przeszkodę dla cząstek nierozpusz­
czalnych w tłuszczach, w tym aminokwasów. W 
efekcie stężenie aminokwasów na obwodzie jes t 
znaczącą wyższe niż w OUN. Wyjątek stanowi 
L-Gln, której aktywna synteza w mózgu sprawia, że 
jej stężenie w tej tkance jes t  bliskie stężeniu w płynie 
mózgowo-rdzeniowym i we krwi [46]. Przez długie 
lata transport glutaminy przez barierę krew-mózg 
przypisywano głównie układowi L [71, 74-76]. Co 
prawda w komórkach endotelialnych mózgu wystę­
puje transporter LAT1 [77], nie rozpoznaje on jednak  
preferencyjnie Gin. Najnowsze badania transportu 
glutaminy przez barierę krew-mózg wykazały cechy 
typowe dla aktywności układu N. Stwierdzono zale­
żność transportu od jonów  N a+ i pH, a co więcej —  
niewrażliwość na substraty układów A, ASC, L [47,
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78, 79]. W dodatku najnowsze badania wykazały 
obecność transportera SNAT3 i SNAT5 w kom ór­
kach endotelialnych i epitelialnych mózgu [43]. W y­
daje się, że system N w największym  stopniu uczest­
niczy w transporcie g lutam iny przez barierę 
krew-mózg. Układ ten może pełnić funkcję regula to­
ra poziomu Gin, a co za tym idzie również azotu w 
mózgu.

VI. Transport glutaminy a nowotwory OUN

Istnieje wiele danych przemawiających za szcze­
gólnym znaczeniem glutaminy dla wzrostu, migracji 
i różnicowania nowotworów tak w OUN, jak  i w 
tkankach obwodowych. L-glutamina jes t głównym 
substratem energetycznym w wielu liniach now o­
tworowych [80, 81]. Zaobserw owano też zależność 
między tempem syntezy DNA i białek w hodowli ko­
mórek wyprowadzonych z tkanki nowotworowej a 
stężeniem tego aminokwasu w pożyw ce [82]. K o­
mórki nowotworowe cechuje duża aktywność doko- 
mórkowego transportu Gin. Stwierdzono to w homo- 
genatach nowotworów oraz unieśmiertelnionych li­
niach nowotworowych [83-85].

Cechą wspólną nowotworów obwodowych i w y­
stępujących w OUN jes t  zw iększona ekspresja genu 
kodującego transporter ASCT2 w stosunku do odpo­
wiednich tkanek nietransformowanych. Nowotwory 
cechuje również wzrost udziału ASCT2 w transpor­
cie glutaminy do wnętrza komórek. Dotyczy to no­
wotworów okrężnicy [8 6 ], wątroby, proliferujących 
in vitro komórek wątroby [87] czy też linii w yprow a­
dzonych z nowotworów OUN [82, 8 8 , 89].

Wyraźne różnice w ekspresji m R N A  genów ko­
dujących białka transportujące Gin w stosunku do 
tkanki zdrowej zaobserwowano w złośliwych guzach 
mózgu. W przypadku guzów o najwyższym  stopniu 
złośliwości, takich jak  glioblastom a m ultiform e  i 
astrocytom a anaplasticum  wykazano silną ekspresję 
genu kodującego transporter SNAT3 oraz ASCT2. 
Co ciekawe, zwiększona ekspresja genu kodującego 
SNAT3 była swoista dla glejaków złośliwych, pod­
czas gdy podwyższoną ekspresję genu kodującego 
ASCT2 obserwowano również w przerzutach i gu­
zach o niższej złośliwości. Z kolei w linii w yprow a­
dzonej z glejaków uzyskanych podczas zabiegów 
operacyjnych następował swoisty zanik ekspresji 
genu kodującego transporter SNAT3. SNAT3 należy 
zatem uznać za marker glejaków złośliwych in situ  
[63].

VII. Transport glutaminy a neuroprze- 
kaźnictwo

W przeciwieństwie do kwasu glutaminowego, 
którego transport i rola w cyklu Glu-Gln zostały dość 
dokładnie przebadane [90], tylko nieliczne prace 
m ów ią o transporcie glutaminy w kontekście regula­
cji neuroprzekaźnictwa aminokwasowego. W nie­
dawno opublikowanej pracy [91] badano wychwyt 
glutaminy i jej kompartmentację w cyklu Glu-Gln w 
skrawkach kory mózgu za pom ocą  znakowanych izo- 
topowo substratów, z użyciem inhibitorów układów 
zaangażowanych w transport Gin. Aktywność trans­
portow ą układu N hamowano histydyną, natomiast 
układu A —  kwasem metyloizomasłowym. Zaw ar­
tość substratów oznaczano m etodą chromatografii 
cieczowej oraz spektroskopii masowej. Podanie eg­
zogennej glutaminy wiązało się ze wzrostem jej 
względnej zawartości w ogólnej puli metabolitów 
komórkowych. Traktowanie MeAIB bądź His ham o­
wało wychwyt glutaminy, a jednocześnie obniżało 
zawartość nowo zsyntetyzowanych neuroprzekaźni- 
ków aminokwasowych Glu i GABA. Nie wykazano 
kompensacji puli tych neuroprzekaźników na drodze 
neuronalnej syntezy de novo  z metabolitów pośred­
nich cyklu Krebsa [91].

C iekawych danych dostarczyły badania elektrofi- 
zjologiczne w modelu padaczki in vitro [92]. Bada­
nia prowadzono na skrawkach i hodowli pierwotnej 
hipokampa, w warunkach imitujących schorzenie 
przez hamowanie neurotransmisji z udziałem 
GABA. W celu zablokowania cyklu Glu-Gln użyto 
inhibitora układu A —  MeAIB oraz swoistego inhibi­
tora GS, metionylosulfoksyminy (MSO). Zarówno 
hamowanie wychwytu glutaminy przez neurony, jak  
i zablokowanie jej syntezy, w wyraźny sposób 
osłabiało wyładowania, co świadczyło o zaham ow a­
niu neuroprzekaźnictwa glutaminianergicznego.

VIII. Uwagi ogólne

Wiedza uzyskana dotąd na temat transportu gluta­
miny w ośrodkowym układzie nerwowym wskazuje 
na jego  szczególną rolę w regulacji syntezy neuro­
przekaźników aminokwasowych. Udział poszcze­
gólnych transporterów zilustrowano na Rye. 1. 
SNAT3, a w pewnym stopniu także SNAT5 i ASCT2 
katalizują transport nowo zsyntetyzowanej glutami­
ny z astrocytów do przestrzeni pozakomórkowej. 
Stąd za pośrednictwem SN A T1, a częściowo SNAT2, 
Gin przenoszona jes t  do neuronów, stając się
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źródłem Glu i GABA. Nadmiar glutaminy przecho­
dzi przez stanowiące barierę krew-mózg komórki 
śródbłonka naczyń do łożyska naczyniowego, a p ro ­
ces ten katalizowany jest  głównie przez SNAT3 i 
SNAT5.

Inne zagadnienie to rola aktywnego transportu 
glutaminy w procesach nowotworzenia. Jeżeli okaże 
się, że zwiększona ekspresja i aktywność SNAT3 w 
glejakach jes t  czynnikiem determinującym prolifera­
cję czy migrację guza, transporter ten może w 
przyszłości stać się celem interwencji terapeutycz­
nych.
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Technika mikromacierzy DNA w analizie wielko- 
skalowych zmian ekspresji genów roślinnych w 
odpowiedzi na zmieniające się warunki środowiskowe 

DNA microarray technology in large-scale analysis of 
changes in plant gene expression profile in response to 
changing environmental conditions
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Wykaz stosowanych skrótów: ABRE —  element odpowiedzi 
na kwas abscysynowy (ang. abscisic acid responsive element)', 
A C X — gen kodujący jedną z izoform oksydazy acylo-CoA 
(ang. acyl-CoA oxidase); APX  —  gen kodujący peroksydazę 
askrobinianową (ang. L-ascorbate peroxidase); aRNA —  zam-
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plifikowany RNA; CAD —  dehydrogenaza alkoholu cynamo­
nowego (ang. cinnamyl-alcohol dehydrogenase); cDNA — 
komplementarny DNA; cRNA —  komplementarny RNA; 
CRT/DRE —  element odpowiedzi na suszę (ang. C-repeat/ de­
hydration-responsive element); DHAR —  gen kodujący reduk- 
tazę dehydroaskorbinianową (ang. dehydroascorbate reducta­
se); DREB/CBF —  białko wiążące się z motywem CRT/DRE 
(ang. CRT/DRE-bindingfactor); ELIP —  białko gromadzące się 
we wczesnej fazie odpowiedzi na światło (ang. early-light indu­
ced protein); Erd — białka gromadzące się we wczesnej fazie 
odpowiedzi na suszę (ang. early-responsive to dehydration); 
EREBP —  białko wiążące się do elementów odpowiedzi na ety­
len (ang. ethylene responsive element binding protein); EST — 
etykietki sekwencji kodującej (ang. expressed sequence tag);
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fHL —  światło o wysokim natężeniu pozbawione około 50% 
energii promienistej z zakresu podczerwieni; GolS2- gen ko­
dujący syntazę galaktinolu (ang. galactinol synthase); GST —
S-transferaza glutationowa (ang. glutathione S-transferase); HL 
—  światło o wysokim natężeniu (ang. high light); HPPD  —  gen 
kodujący dioksygenazę hydroksyfenylopirogronianową (ang. 
hydroxyphenylpyruvate dioxygenase); HSE —  element odpo­
wiedzi na szok cieplny (ang. heat stress responsive element); 
Hsp —  białko szoku cieplnego (ang. heat shock protein); IVT — 
transkrypcja in vitro (ang. in vitro transcription); LEA —  białka 
gromadzące się w czasie późnej embriogenezy (ang. late embry­
ogenesis abundant); Lox -lipoksygenaza (ang. lipoxygenase); 
LRE —  element odpowiedzi na światło (ang. light responsive 
elements); LTP —  białko związane z transportem lipidów (ang. 
lipid transport protein); ML —  światło o umiarkowanym natę­
żeniu (ang. medium light); MM —  sonda partnerska (ang. mi­
smatch); PCR —  reakcja łańcuchowa polimerazy (ang. polyme­
rase chain reaction); PM —  sonda specyficzna (ang. per- 
fect-match); PorB —  gen kodujący reduktazę protochlorofilidu 
B (ang. protochlorophyllide reductase B); PS I —  fotosystem I; 
PS II —  fotosystem II; pz —  pary zasad; ROS —  reaktywne for­
my tlenu (ang. reactive oxygen species); RT —  odwrotna tran­
skrypcja (ang. reverse transcription); RT-PCR —  reakcja łańcu­
chowa polimerazy sprzężona z odwrotną transkrypcją (ang. 
reverse transcription polymerase chain reaction); SAGE —  me­
toda seryjnej analizy transkryptów (ang. serial analysis o f  gene 
expression); SOM — mapa samoorganizująca się (ang. self-or­
ganizing map); VDE —  gen kodujący deepoksydazę wiolaksan- 
tyny (ang. violaxanthin de-epoxidase); XTH  — gen kodujący 
jedną z form transferazy ksyloglukan: ksyloglukozyl (ang. xylo- 
glucan endotransglucosylase); XTR  —  gen kodujący jedną z 
form transferazy ksyloglukan: ksyloglukozyl (ang. xyloglucan 
endotransglucosylase)

I. Wstęp —  Analiza profili ekspresji

Analizy ekspresji są szeroko stosowane w pozna­
waniu biologicznych funkcji genów oraz związa­
nych z nimi procesów komórkowych. Jednym z naj­
częstszych zastosowań badań ekspresji jes t obserwo­
wanie zmian aktywności genów pod wpływem w a­
runków środowiskowych. W ten sposób poznawane 
są mechanizmy komórkowe uruchamiane w odpo­
wiedzi na czynniki zewnętrzne, w tym egzogenne 
substancje stosowane w eksperymentach w celu in­
dukcji lub supresji specyficznych procesów kom ór­
kowych.

Tradycyjne badania ekspresji genów na poziomie 
RNA wykorzystują techniki hybrydyzacyjne i w ie­
dzę o sekwencji mRNA. Do określenia poziomu eks­
presji poszczególnych genów powszechnie w yko­
rzystywana jest hybrydyzacja typu „Northern b io t”. 
W metodzie tej całkowity RNA lub wzbogacony we 
frakcję poli(A) wyizolowany z materiału biologicz­
nego poddawany jes t rozdziałowi elektrofotetyczne- 
mu, a następnie hybrydyzacji na stałym podłożu ze 
znakowaną sondą DNA lub RNA, która wiąże się 
proporcjonalnie do ilości badanych transkryptów
[1]. Identyfikacja transkryptu odbywa się na podsta­
wie jego  długości i komplementarności jego sekwen­
cji do specyficznej sondy. Analogicznie przeprowa­
dza się hybrydyzację kropkową (ang. dot biot) z tym, 
że całkowity RNA nie jest uprzednio poddawany roz-

372 POSTĘPY BIOCHEMII 50(4), 2004
http://rcin.org.pl



działowi elektroforetycznemu. M etody te, podobnie 
jak  test ochrony przed nukleazą czy RT-PCR [2,3], 
służą do określania ilości poszczególnych transkryp- 
tów. Ze względu na ograniczone możliwości autom a­
tyzacji i zwiększenia skali analiz z pojedynczych 
transkryptów do całego transkryptomu, metody te 
nie pozw alają  na charakterystykę szerszych profili 
ekspresyjnych.

Poznanie szerokich wzorów ekspresji genów 
umożliwiło sekwencjonowanie cDNA z bibliotek 
przygotowanych z próbek różnych komórek lub tka­
nek [4]. W podejściu tym zakłada się, że poziom tran- 
skryptu w tkance znajduje odzwierciedlenie w czę­
stości występowania reprezentującej go etykietki se­
kwencji kodującej (EST) w bibliotece cDNA. M eto­
da ta jes t niezależna od znajomości sekwencji, ale 
wymaga prowadzenia procesu sekwencjonowania na 
bardzo dużą skalę. Znaczne ograniczenie kosztów 
sekwencjonowania uzyskano w seryjnej analizie 
transkryptów, SAGE (ang. Serial A nalysis o f  Gene 
Expression), w której jednocześnie  sekwencjonowa- 
ne są zligowane krótkie (9-14pz) sekwencje loso­
wych cDNA [5-7]. Sekwencjonowanie wyłącznie 
krótkich fragmentów wym aga jednak  skom plikowa­
nego przygotowania próby, co powoduje obniżenie 
powtarzalności uzyskanych wyników.

Obecnie, gdy poznawane są pełne sekwencje ge­
nomów różnych organizmów, w tym modelowej ro ­
śliny kwiatowej — Arabidopsis thaliana, pojawia się 
możliwość kompleksowej analizy ekspresji jed n o ­
cześnie dla tysięcy genów w pojedynczym ekspery­
mencie hybrydyzacyjnym. Narzędziem dającym 
taką możliwość są tak zwane mikromacierze DNA. 
Każda mikromacierz zawiera zdefiniowany pod 
względem sekwencji zestaw sond DNA, rozlokow a­
nych na stałym podłożu w określonych pozycjach, 
zdolnych do hybrydyzacji z komplementarnymi se­
kwencjami cDNA (komplementarny DNA) lub 
cRNA (komplementarny RNA) reprezentującymi ba­
dane transkrypty. M ateriałem wyjściowym do anali­
zy jest RNA wyizolowany z badanego materiału b io­
logicznego. Zostaje on przekształcony w znakowany 
cDNA lub cRNA, a następnie poddany procesowi hy­
brydyzacji [8 , 9]. G łówna techniczna różnica w ba­
daniu ekspresji między tradycyjnymi technikami hy- 
brydyzacyjnymi a systemami mikromacierzowymi 
polega na odwróceniu ról sondy i próby. W analizach 
mikromacierzowych duża liczba sond związanych z 
podłożem jest hybrydyzowana ze znakowaną próbą 
badanego RNA [10]. Sygnał hybrydyzacyjny uzyski­
wany jest z mikromacierzy zwykle poprzez w zbu­
dzenie światłem o długości fali odpowiedniej dla 
użytego fluorochromu. W ów czas znakowane frag­

menty cD NAlub cRNA em itują ilość światła propor­
cjonalną do ilości zhybrydyzowanej próby w każdym 
miejscu na mikromacierzy, co powinno teoretycznie 
odpowiadać poziomowi ekspresji danego transkryp- 
tu [11]. Dzięki temu można określić wzór ekspresji 
genów i porównać go między badanymi próbkami. 
N ajw iększą zaletą badań profili ekspresji z wykorzy­
staniem mikromacierzy jes t  możliwość badań eks­
presji na skalę całego genomu, czyli w wymiarze nie­
osiągalnym za pom ocą tradycyjnych analiz.

Obecnie mikromacierze konstruowane są na gład­
kim, hom ogennym  podłożu. Sondy o znanej sekwen­
cji są albo uzyskiwane poza mikromacierzą, a na­
stępnie w określonej ilości i stężeniu nanoszone na 
jej powierzchnię, albo syntetyzowane bezpośrednio 
na powierzchni mikromacierzy. Kierowana światłem 
synteza sond na m ikromacierzy stosowana jes t w 
produkcji mikromacierzy typu „ G eneC hip” (produ­
kowanych przez firmę Affymetrix, USA). Zastoso­
wanie tej technologii um ożliwia komercyjną kon­
strukcję m ikrom acierzy o tak wysokiej gęstości, że 
może się znaleźć na niej reprezentacja całego geno­
mu wraz z zestawem sond kontrolnych, co pozwala 
na ilościowe wykrywanie transryptów obecnych w 
kom órkach od kilku kopii do kilku tysięcy kopii na 
komórkę [12]. Od niedawna dostępne są np. m ikro­
macierze, na których znajdują się sondy dla około 
24000 spośród 26100 genów A. thaliana  — ich do­
stępność stwarza możliwość prawdziwie „globalnej” 
analizy zmian profilu ekspresji genów tego organi­
zmu w odpowiedzi na zmiany czynników środowi­
skowych i kontekstu ontogenetycznego, chociaż nie 
ma jeszcze tego typu doniesień ani dla A. thaliana  ani 
dla innych gatunków roślin. Pojawiły się prace pre­
zentujące wyniki analizy modulacji poziomu ekspre­
sji znacznej liczby genów roślinnych (1300-7000 u
A. thaliana  [13-15], 1500 u jęczm ienia [16]) do j a ­
kich dochodzi w trakcie ekspozycji roślin na podw y­
ższone natężenie światła i suszę glebową. Ważniej­
sze wyniki tych analiz zostaną przedstawione w dal­
szej części niniejszej pracy.

II. Opis metody

II-l. Sondy

Najpowszechniej stosowanymi mikromacierzami 
są mikromacierze cDNA i oligonukleotydowe nazy­
wane tak w zależności od typu sondy prezentowanej 
na podłożu. Stosowane sondy m ają zwykle znaną se­
kwencję. Planując sekwencje sond preferuje się son­
dy komplementarne do końca 3 ’ transkryptu, gdyż 
ten region jes t  najefektywniej uzyskiwany w reakcji

POSTĘPY BIOCHEMII 50(4), 2004 373
http://rcin.org.pl



odwrotnej transkrypcji z zastosowaniem  startera oli- 
go dT komplementarnego do ogona poli(A) tran- 
skryptu. W projektowaniu sond unika się również se­
kwencji palindromowych, które m ogą tworzyć struk­
turę tzw. „spinki do w łosów ” (ang. hairpiń) uniem o­
żliwiającą hybrydyzację z próbką. Poprzez wybór 
sond reprezentujących najbardziej charakterystycz­
ne części transkryptu możliwe jes t  selektywne roz­
różnienie oraz określenie ilości transkryptów nie­
znacznie różniących się od siebie sekwencją [17]. W 
ten sposób rozróżniane m ogą być geny blisko „spo­
krewnione” ze sobą lub należące do jednej rodziny 
genowej. Do identyfikacji wariantów alternatywne­
go składania m RNA ulegających ekspresji w róż­
nych tkankach dobierane są specyficzne sondy zlo­
kalizowane w różnych eksonach [9, 18].

Sondy cDNA umieszczane na mikromacierzach są 
najczęściej produktami amplifikacji PCR uzyskany­
mi z bibliotek cDNA lub zbioru klonów w reakcji ze 
starterami specyficznymi dla wektora lub genu. 
Zwykle mają długość 0,6-2,4kpz [18]. Najczęściej 
pojedyncza sonda, rzadziej kilka sond, reprezentuje 
pojedynczy gen. Sondy cD NA z powodu dużych roz­
m iarów m ogą nie w pełni ulegać denaturacji i pozo­
stawać częściowo w formie dwuniciowej niezdolnej 
do hybrydyzacji. Długość sond powoduje także ryzy­
ko, że ich sekwencje m ogą zawierać motywy obecne 
z innych genów i sekwencje powtarzające się. Sondy 
cDNA są na ogół uzyskiwane poza mikromacierzą, a 
następnie po oczyszczeniu i doprowadzeniu do okre­
ślonego stężenia są w sposób zautom atyzowany na­
noszone na mikromacierz [19].

Do najczęściej s tosowanych technik syntezy sond 
in situ  należy technika fotolitograficzna, która po­
zwala na bardzo gęste upakowanie 25-merowych 
sond na mikromacierzy typu „ G eneChip ” [9, 20]. 
Dzięki temu na powierzchni mikromacierzy, poza 
sondami dla badanych genów, może być um ieszczo­
ny szeroki system kontroli eksperymentu. Każda z 
sond oligonukleotydowych syntetyzowana jes t w 
liczbie 10 6 - 10 7 kopii. Poszczególne sondy znajdują 
się na kwadratowych polach zwykle o boku 18 pm 
pokrywających powierzchnie mikromacierzy. W ba­
daniach profili ekspresji z w ykorzystaniem  m ikro­
macierzy typu „ G eneC hip” nie stosuje się pojedyn­
czej sondy dla transkryptu, lecz zestaw sond. Aby 
odróżnić rzeczywistą ekspresję od tła, dla każdej z 1 1  

sond specyficznych dla transkryptu PM (ang. per-  
fec t-m a tch ), syntetyzowana jest,  jako  kontrola nega­
tywna, sonda partnerska MM  (ang. m ism atch) zaw ie­
rająca w 13 pozycji n iekom plem entarny do badanego 
transkryptu nukleotyd. Stosowanie takiego zestawu 
sond dla transkryptu pozwala uwzględnić w w yni­

kach naturalny polimorfizm sekwencji, warianty 
splicingowe, podobieństwo sekwencji, błędy w ba­
zach danych [ 1 1 , 2 1 ].

II-2. M ateriał do hybrydyzacji

Analizy mikromacierzowe są stosowane w celu 
określenia zmian poziomów ekspresji genów wzglę­
dem odpowiedniej kontroli. Analizy porównawcze 
profili ekspresji dotyczą najczęściej zmian 
wywołanych mutacjami lub czynnikami środowisko­
wymi, zarówno fizycznymi (np. temperatura), che­
micznymi (np. woda, poziom zasolenia) jak  biolo­
gicznymi (np. infekcja patogenem) w różnych daw­
kach i w różnym czasie od ich zadziałania. M ate­
riałem do analiz mikromacierzowych może być za­
równo całkowity RNA (5-30 pg), jak  i poli(A)mRNA 
(1-5 pg). Stosunek absorbcji badanej próbki A 26o/28o 
powinien mieścić się w granicach 1,7-2,1 [22, 23]. 
Dobra jakość RNA, czyli brak oznak degradacji, po­
winna zostać potwierdzona poprzez wyraźne w yod­
rębnienie się po rozdziale w elektroforezie agarozo- 
wej prążków rybosomalnego RNA, dla Eukaryota  
prążek 18S rRNA powinien być około dwukrotnie in­
tensywniejszy od 28S rRNA.

Do hybrydyzacji z m ikrom acierzą wykorzystuje 
się albo cDNA zsyntetyzowany w reakcji odwrotnej 
transkrypcji (RT), albo antysensowy kom plem entar­
ny RNA (cRNA), czyli produkt transkrypcji in vitro 
(IVT) uzyskany na matrycy cDNA. Ponieważ na eta­
pie transkrypcji in vitro na matrycy dwuniciowego 
cDNA powstaje szereg kopii aRNA, jes t to etap am ­
plifikacji zwiększający ilość powstającego mate­
riału.

Aby uzyskać próbkę cRNA, na etapie odwrotnej 
transkrypcji do syntezy pierwszej nici cDNA stoso­
wany jest starter wprowadzający promotor polimera- 
zy RNA. Jego sekwencja składa się zwykle z ciągu 
24 dT na końcu 3 ’ umożliwiającego specyficznie 
wiązanie się z ogonem poli(A) mRNA oraz z regionu 
wprowadzającego do pierwszej nici cDNA promotor 
polimerazy RNA faga T7 lub T3 na końcu 5 ’. Po syn­
tezie pierwszej nici, mRNA poddaw any jest traw ie­
niu p r z e z R N a z ę H z E. co li, której endonukleolitycz- 
ne działanie wprowadza duże luki w nici RNA hybry­
dy RNA-DNA. Powstałe w ten sposób krótkie frag­
menty RNA stanowią startery do syntezy drugiej nici 
prowadzonej przez polimerazę DNA I z E. coli. Liga- 
za D N A £ . coli liguje końce fragmentów zsyntetyzo- 
wanej drugiej nici cDNA. Powstały dwuniciowy 
cDNA, po oczyszczeniu z rRNA, fragmentów 
mRNA i starterów, jest stosowany jako matryca do
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transkrypcji in vitro  prowadzonej przez polimerazę 
RNA zależną od DNA.

11-3. Znakowanie próby

Istnieją dwie kategorie metod znakowania m ate­
riału do hybrydyzacji z mikromacierzami: znakow a­
nie bezpośrednie i pośrednie. Znakowanie bezpo­
średnie polega na w prow adzaniu podczas syntezy 
cD N A  cyjaninowych znaczników fluorescencyjnych 
Cy3 i Cy5 związanych z nukleotydami dUTP lub 
dCTP [23]. Ten rodzaj znakowania jest na ogół stoso­
wany w eksperymentach z mikromacierzami cDNA. 
W znakowaniu pośrednim do próbki wbudowywane 
są epitopy, które po hybrydyzacji wybarwiane są

A).

' w '
izolacja RNA
synteza cDNA 

+ Cy3dNTP lub i Cy5dNTP

+Cy3

\ 7V
kompetycyjna
hybrydyzacja

skanowanie 

obraz 1 obraz 2

analiza obrazu

wiążącymi się z nimi białkami. Najpowszechniej sto­
sowanym epitopem jest biotyna, którą można wybar- 
wiać fluorescencyjnym koniugatem streptawidyny i 
fikoerytryny. Taką techniką znakowany jest cRNA 
do hybrydyzacji z mikromacierzami typu „G ene- 
Chip". Aby uzyskać znakowany biotyną cRNA, 
przeprowadza się reakcję transkrypcji in vitro  z bio- 
tynylowanymi nukleotydami (biotylo-16UTP i bio- 
tynylo-11CTP) na matrycy cDNA powstałego w re­
akcji odwrotnej transkrypcji. Zhybrydyzowana z mi- 
krom acierzą znakowana próba poddawana jes t wy- 
barwianiu koniugatem streptawidyny i fikoerytryny, 
który wiąże się z resztą biotyny i emituje sygnał flu­
orescencyjny po wzbudzeniu przez światło lasera od­
powiedniej długości (Ryc. 1).

B).
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Ryc. 1. Schemat eksperymentu mikromacierzowego z wykorzystaniem A, mikromacierzy cDNA; B, mikromacierzy oligonukleotydowych o wysokiej 
gęstości (typu GeneChip).
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II-4. Analiza porównawcza

Materiałem do hybrydyzacji z mikromacierzami 
pokrytymi sondami cD NA jes t  znakowany różnymi 
barwnikami cyjaninowymi cDNA uzyskany z próbki 
kontrolnej i badanej. Przed hybrydyzacją  oba od­
miennie wyznakowane cDNA są łączone ze sobą, 
aby kompetycyjnie wiązały się z sondami na m ikro­
macierzy. Dane z pojedynczej m ikromacierzy cDNA 
są przedstawiane dla każdej sondy jako  znormalizo­
wana proporcja Cy3/Cy5 [18]. N atom iast w przypad­
ku mikromacierzy typu „ G eneC hip” z sondami syn­
tetyzowanymi in situ  pojedyncza mikromacierz hy- 
brydyzowana jes t z jed n ą  próbką znakow aną bio- 
tyną, a szeroki zestaw kontroli pozwala na normali­
zację i porównanie sygnałów między wieloma tego 
typu mikromacierzami.

Uzyskane wartości porównawcze przedstawiane 
są w formie skali kolorów w tabeli, której rzędy za­
w ierają wartości sygnału dla pojedynczego genu w 
serii próbek, a kolumny przedstaw iają  wartości eks­
presji dla całego zastawu genów w próbce w poje­
dynczym eksperymencie. Na ogół kolorem czarnym 
oznaczany jest brak różnic, kolor czerwony o wzra­
stającej intensywności oznacza wzrost ekspresji, a 
wzrastająca intensywność koloru zielonego odpo­
wiada spadkowi ekspresji. Zarówno geny jak  i próbki 
m ogą być grupowane na podstawie skorelowanych 
wzorów ekspresji z w ykorzystaniem  metod staty­
stycznych, takich jak  najpowszechniej stosowane 
hierarchiczna analiza skupień [24], grupowanie śred­
nich k [25] czy mapy samoorganizujące się (SOM)
[26]. Z zastosowaniem tego typu algorytmów, poza 
selekcjonowaniem genów o zwiększonej lub zmniej­
szonej ekspresji względem kontroli, można również 
określić podobieństwo profili ekspresji między prób­
kami oraz zidentyfikować powiązane ze sobą funk­
cjonalnie grupy genów charakteryzujących się po­
dobnymi profilami ekspresji.

III. W ykorzystanie techniki mikromacierzy DNA 
do badań nad regulacją ekspresji genów  
roślinnnych w odpowiedzi na podwyższone 
natężenie światła

W literaturze światowej znaleziono pojedyncze 
doniesienie zawierające wyniki wielkoskalowego 
(6000 genów) monitorowania modyfikacji profilu 
ekspresji genów w odpowiedzi na wysokie natężenie 
światła [13]. Zmiany w poziomie akumulacji tran- 
skryptów genów A. thaliana  oceniano po trwającej 
lh  ekspozycji roślin wyhodow anych w warunkach 
kontaktu ze światłem o um iarkowanym  natężeniu

100 pm oli/m ' 2 s ' 1 (ang. medium light — ML), na 
światło o wysokim natężeniu 1 0 0 0  jimoli/m ' 2 s ' 1 

(ang. high light — HL). ML posłużyło także jako na­
tężenie referencyjne do analizy zmian profilu ekspre­
sji tej samej grupy genów w odpowiedzi na jednogo­
dzinną ekspozycję roślin na światło o natężeniu 1 0 0 0  

pm oli/m ' 2 s ’ 1 pozbawione około 50% energii promie­
nistej z zakresu podczerwieni (fHL).

Geny podlegające zależnej od światła regulacji 
poziomu ekspresji należały do różnych grup funkcjo­
nalnych.

III-l. Geny kodujące białka związane z
odpowiedzią na wysokie natężenie światła

I I I - l .l .  Geny kodujące białka opiekuńcze

W śród 185 g e n o w i ,  tha liana , których ekspresja 
została zmieniona w odpowiedzi na kontakt rośliny z 
HL znaczną grupę (około 20%) stanowiły geny ko­
dujące białka opiekuńcze. W tej grupie funkcjonal­
nej znalazły się geny, których ekspresja uległa najsil­
niejszemu wzmocnieniu. Dotyczy to między innymi 
genu H s p l01, dla którego zaobserwowano 11-krotny 
wzrost poziomu ekspresji. Białko kodowane przez 
ten gen pełni k luczow ą rolę w nabywaniu termotole- 
rancji przez A. thaliana  [27]. Ekspresja genu pu t 
smHsp20, kodującego białko należące prawdopo­
dobnie do małych białek szoku cieplnego, została na­
tomiast wzmocniona 10-krotnie. Znaczący wzrost 
poziomu akumulacji transkryptów zaobserwowano 
również dla kilku genów kodujących białka z rodzi­
ny Hsp90: Hsp81-2, Hsp81-4 i Hsp90, a także dla 
genu H sp70-3  oraz Bip  ( ang. lum inal b in d in g p ro te­
in) kodującego białko światła retikulum endopla- 
zmatycznego, asystującego w prawidłowym fałdo­
waniu i transporcie białek [28]. W warunkach kon­
taktu ze światłem fHL wzmocnienie ekspresji niektó­
rych z tych genów było dużo mniejsze. Poziom tran­
skrypcji genu Hsp 101 wzrósł tylko 6  razy, a w zm oc­
nienie ekspresji p u t sm H sp  wyniosło jedynie 2,5. 
Jednak poziom akumulacji większości transkryptów 
genów z tej grupy funkcjonalnej pozostał zbliżony w 
obu badanych warunkach.

Ustalono, że w żadnym z wariantów eksperym en­
tu temperatura liści ani powietrza nie przekroczyła 
34°C, które według danych literaturowych stanowią 
m inim alną temperaturę niezbędną do indukcji n ie­
których białek Hsp w liściach A. thaliana  [29,30]. 
Jest więc prawdopodobne, że podwyższona tempera­
tura sprzyjała wzmocnieniu ekspresji genów H SP  nie 
poprzez szok termiczny, ale raczej poprzez tworze­
nie w komórkach środowiska oksydacyjnego.

376 POSTĘPY BIOCHEMII 50(4), 2004http://rcin.org.pl



III-1.2. Geny kodujące białka związane z fotosyntezą  
i fotoprotekcją

Spośród genów A. thaliana  należących do tej gru­
py funkcjonalnej w warunkach HL najsilniej w zm oc­
niona była ekspresja B C H II ,  kodującego hydroksy- 
lazę p-karotenową II (enzym katalizujący syntezę 
zeaksantyny i luteiny) oraz H PPD  kodującego diok- 
sygenazę hydroksyfenylopirogronianową (jeden z 
enzymów szlaku biosyntezy plastochinonu i tokofe- 
roli). Ekspresja genu kodującego deepoksydazę wio- 
laksantyny (VDE) uległa natomiast osłabieniu, po­
dobnie jak  biorącego udział w biosyntezie chlorofilu 
genu PorB, kodującego reduktazę protochlorofilidu
B. Ekspozycja roślin na fHL miała znikomy wpływ 
na poziom ekspresji tych genów. Transkrypcja 
HPPD , VDE i PorB  pozostała na poziomie zbliż­
onym do warunków kontrolnych, a ekspresja genu 
B C H  II  uległa jedynie nieznacznemu wzmocnieniu. 
Oznacza to, że poziom ekspresji wymienionych ge­
nów jest zmieniany raczej w odpowiedzi na podwyż­
szenie temperatury otoczenia roślin towarzyszące 
ekspozycji na HL niż przez HL p e r  se.

III-1.3. Geny związane z ogólną odpowiedzią 
na stres

Spośród tej grupy genów A. thaliana  pod 
wpływem HL zwiększony poziom ekspresji wykazy­
wały między innymi gen kodujący białko rodziny 
ELIP (ang. early-light induced proteins), a także 
geny kodujące białka uczestniczące w usuwaniu re- 
akywnych form tlenu (ROS): APX1  i APX2  (ko­
dujące dwie formy peroksydazy askrobinianowej), 
GST6  (kodujący białko podobne do S-transferazy 
glutationowej) oraz DHAR  (kodujący reduktazę de- 
hydroaskorbinianową).

W wyniku ekspozycji badanych roślin na fHL eks­
presja genów A P X I  i D H AR  została wzmocniona do 
poziomu obserwowanego w warunkach ekspozycji 
na HL. Jednak ekspresja genów E LIP  i G ST6  została 
wzbudzona słabiej, a poziom transkrypcji genu 
APX2  w warunkach fHL zbliżony był do wartości 
kontrolnej. Oznacza to, że zmiany poziomu ekspresji 
tych genów m ogą być związane raczej z podwyż­
szoną temperaturą otoczenia roślin, która towarzy­
szy ekspozycji na HL, niż z sam ą zmianą natężenia 
światła.

III-2. Geny kodujące specyficzne czynniki 
transkrypcyjne

U roślin A. thaliana  w odpowiedzi na HL wzmac­
niana była ekspresja genu kodującego czynnik tran-

skrypcyjny Maf-4 (Flcl4), spadała natomiast akum u­
lacja transkryptu genu kodującego czynnik Obf4. Z 
kolei w wyniku ekspozycji na fHL wzmacniana była 
ekspresja genu kodującego nieznany czynnik tran- 
skrypcyjny zawierający motyw palca cynkowego. W 
obu testowanych warunkach (HL i fHL) osłabieniu 
uległa natomiast ekspresja genu kodującego białko 
wiążące się do elementów odpowiedzi na etylen —  
EREBP (ang. E thylene R esponsive E lem ent B inding  
Protein). Rejony promotorowe wszystkich w ym ie­
nionych powyżej genów zawierają sekwencje regu­
latorowe charakterystyczne dla genów podle­
gających zależnej od światła regulacji (patrz podroz­
dział III-3). Sugeruje to, że wymienione czynniki 
transkrypcyjne m ogą pełnić funkcje drugiego rzędu 
w szlakach transdukcji sygnału prowadzących do ad­
aptacji do wysokiego natężenia światła.

III-3. Analiza motywów promotorowych wystę­
pujących w genach A. thaliana podlegających  
regulacji ekspresji w odpowiedzi na podwyż­
szone natężenie światła

Dane uzyskane z analizy zmian profilu ekspresji 
genów A. thaliana  pod wpływem HL i fHL, zostały 
wykorzystne do identyfikacji m otywów sekwencjyj- 
nych statystycznie nadreprezentowanych w grupach 
genów, których poziom ekspresji zmieniał się w po­
dobny sposób w odpowiedzi na kontakt rośliny ze 
światłem HL i fHL [13]. Analizie poddano fragmenty 
sekwencji o długości 500pz, położone bezpośrednio 
powyżej kodonu inicjującego transkrypcję.

W grupie genów, których ekspresja została 
w zmocniona zarówno w wyniku ekspozycji na HL, 
jak  i na fHL, jednym  z najczęściej występujących 
motywów był element odpowiedzi na szok cieplny 
—  HSE (ang. H eat Stress responsive Element): 
CTTCTC. Sekwencję tą  znaleziono między innymi 
w analizowanych fragmentach genów H sp lO l, 
H sp90, H sp70-3, a także w genie ELIP. Statystycznie 
nadreprezentowana była też kaseta AE (GAAACT), 
również należąca do HSE. M otyw ten występował 
między innymi w genach Hsp70-3, Hsp81-4 oraz 
BiP. Sekwencja ta została również znaleziona w ana­
lizowanym fragmencie genu APX1, co stanowi po­
twierdzenie wcześniejszych doniesień o w zm ocnie­
niu ekspresji tego genu w warunkach szoku cieplne­
go [31]. Sekwencje HSE spotykane są powszechnie 
w promotorach genów kodujących białka szoku 
cieplnego, gdzie zlokalizowane są najczęściej w ob­
szarze sąsiadującym z rejonem 5 ‘ sekwencji TATA.

W grupie genów, których ekspresja została 
w zmocniona zarówno w wyniku ekspozycji na HL,
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jak  i na fHL, często występował również motyw 
TCCC (a/t TCTCCTTCc/g) zidentyfikowany między 
innymi dla H sp70-3, H sp lO l oraz BiP. Motyw ten 
należy do grupy elementów odpowiedzi na światło 
—  LRE (ang L ight Responsive E lem ents). Sekwencje 
należące do LRE zidentyfikowano również w grupie 
genów, których ekspresja uległa osłabieniu zarówno 
w wyniku ekspozycji na HL jak  i na fHL. Dotyczy to 
między innymi sekwencji określanej jako „ kaseta 1 “ 
( TAAA TA AA N c/a (N= A, T, C lub G)), a także m o­
tywu ACA (ACCATA) oraz sekwencji TCTTCTTC 
określanej jako spbC M A la .  Kasetę CAAT 
(NAc/aGTTGG T c/ tG/ a) i sekwencję SbpCM A l 
(CTATCT), również należące do LRE, znaleziono 
natomiast w grupie genów, których ekspresja uległa 
wzmocnieniu tylko w warunkach HL. Zróżnicowa­
nie elementów LRE występujące w analizowanych 
genach nie jes t faktem zaskakującym. Sekwencje 
związane z regulacją ekspresji genów w odpowiedzi 
na zmiany natężenia światła stanowią wciąż słabo 
poznaną grupę elementów regulatorowych. W iado­
mo jednak, że obejmuje ona wiele różnorodnych ele­
mentów, z których żaden nie występuje we wszyst­
kich genach podlegających zależnej od światła regu­
lacji poziomu ekspresji. Pozwala to sądzić, że sposób 
regulacji transkrypcji indywidualnych genów przez 
światło jest zdeterminowany przez charaktery­
styczną dla danego genu kom binację LRE, w zajem ­
ne położenie różnych m otywów oraz długość i skład 
rozdzielających je  sekwencji [32].

Obok motywów LRE i HSE w analizowanych 
fragmentach genów A. thaliana  s twierdzono także 
obecność sekwencji związanych z odpowiedzią na 
kwas abscysynowy. Sekwencję ABRE (A bscisic  
A cid  Responsive Element): N A C G T G T  C/A C/A ziden­
tyfikowano w genach, których poziom ekspresji 
wzrastał w odpowiedzi na ekspozycję roślin na HL. 
Sekwencja ta zawiera silnie konserwatywny motyw 
ACGT określany jako kaseta G [33] i należy do tak 
zwanych G/ABRE, które występującą powszechnie 
w genach podlegających regulacji ekspresji zależnej 
od kwasu abscysynowego, ale również w wielu ge­
nach związanych z odpow iedzią  roślin na stres.

IV . W ykorzystanie techniki mikromacierzy DNA  
do badań nad regulacją ekspresji genów roślin­
nych w odpowiedzi na suszę glebową

W literaturze światowej znaleziono trzy doniesie­
nia prezentujące rezultaty wielkoskalowej analizy 
zmian zachodzących w profilu ekspresji genów pod 
wpływem suszy glebowej. Dwie publikacje dotyczą 
A. thaliana  (1300 genów —  [15] i 7000 genów —

[14]), trzecia zaś jęczm ienia (Hordeum vulgare) —  
1500 genów [16]. W doświadczeniach dotyczących 
genów A. thaliana  do monitorowania zmian w profi­
lu ekspresji genów wykorzystano m RNA wyizolo­
wane z dojrzałych roślin, a w pracy dotyczącej ge­
nów jęczm ienia analiza oparta została na mRNA w y­
izolowanym osobno z liści i z korzeni. Różnice po­
między omawianymi pracami dotyczą również czasu 
ekspozycji roślin na czynnik stresowy —  2 h i 1 0 h
[15] oraz l-24h  w przypadku A. thaliana, 6  i 1 Oh dla 
jęczm ienia [16].

IV-1. Geny kodujące białka związane z odpowiedzią 
na suszę

IV-1.1. Geny kodujące białka grom adzące się w czasie 
późnej em briogenezy (LEA)

Istotną rolę w procesie adaptacji rośliny do suszy 
odgrywają silnie hydrofilowe białka gromadzące się 
w okresie późnej embriogenezy, określane jako LEA 
(ang. Late Em bryogenesis Abundant). Ich funkcja 
nie została jeszcze w pełni wyjaśniona, sądzi się, że 
m ogą brać udział w utrzymaniu struktury błon, usu­
waniu wolnych jonów, wiązać wodę lub pełnić funk­
cje białek opiekuńczych [34].

Badania z wykorzystaniem techniki m ikrom acie­
rzy DNA potwierdziły doniesienia o udziale białek 
LEA w procesie adaptacji do suszy [35]. Wśród ge­
nów A. thaliana, których poziom ekspresji był 
wzmacniany w odpowiedzi na suszę, znajdowało się 
aż 12 genów kodujących białka LEA, a mianowicie: 
Cor78, C orl5a , Coró.6, k in l, Cor47, Erd7, ErdlO  
(ang. early-responsive to dehydration) Sag21  (ang. 
senescence-associated  gene 21), Cor403-PM, Rab 18 
(ang. responsive to aba 18), Lea76  i L e a l4  [14,15]. 
Podwyższoną akumulację transkryptu genu L e a l4  
obserwowano również w liściach jęczm ienia podda­
nego działaniu suszy [16], a zarówno w liściach jak  i 
w korzeniach jęczmienia wzmacniana była ekspresja 
genu kodującego dehydrynę 9 należącą do białek 
LEA.

IV-1.2. Geny kodujące białka związane z gospodarką  
wapniową komórki

Istnieją doniesienia świadczące, że pew ną rolę w 
adaptacji do niedoboru wody pełni sygnał wapniowy 
[36]. W zgodzie z tymi doniesieniami pozostaje fakt, 
że wśród genów, których ekspresja podlegała zm ia­
nom w wyniku ekspozycji roślin na suszę znalazło 
się kilka genów kodujących białka związane z sygna­
lizacją wapniową. Mianowicie w przypadku A. tha­
liana  wzrastał poziom ekspresji genu rd20, ko­
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dującego białko wiążące jony wapnia i dwóch genów 
kodujących białka wiążące kalmodulinę [ 14], a w ko­
rzeniach jęczm ienia —  po dłuższym okresie ekspo­
zycji na suszę (lOh) —  spadał poziom transkrypcji 
genu kodującego zależną od wapnia kinazę białkową 
7 [16].

IV-1.3. Geny związane z transportem  i metabolizm em  li­
pidów

U A. thaliana  w odpowiedzi na suszę zaobserwo­
wano podwyższoną akumulację transkryptów ge­
nów, kodujących białka związane z transportem lipi­
dów: LTP1 i LTP3 (ang. L ip id  Transport Protein), a 
także trzech innych genów kodujących białka z ro­
dziny LTP [14, 15]. Analiza zmian profilu ekspresji 
genów w korzeniach jęczm ienia wykazała natomiast, 
że po dłuższym ( 1 0  h) okresie ekspozycji na suszę 
spada poziom akumulacji transkryptów dwóch ge­
nów kodujących białka z rodziny LTP [16].

W przypadku A. thaliana  obserwowano zależny 
od ekspozycji na suszę wzrost poziomu transkrypcji 
genów kodujących niektóre enzymy uczestniczące w 
szlaku P-oksydacji kwasów tłuszczowych. Dotyczy 
to genuXCA7 kodującego jed n ą  z izoform oksydazy 
acylo-CoA  oraz genu kodującego acylotransferazę 
acylo-CoA . Wzrastał również poziom transkrypcji 
dwóch genów kodujących lipazy [14].

W początkowym okresie ekspozycji na suszę (po 
6 h) w korzeniach jęczm ienia akumulował się w ilo­
ściach znacznie przewyższających to, co obserwo­
wano u roślin kontrolnych transkrypt genu ko­
dującego desaturazę co-3-kwasów tłuszczowych, a w 
tkankach liścia spadał poziom akumulacji transkryp­
tów genu kodującego desaturazę co-6 -kwasów 
tłuszczowych. Dłuższy okres ekspozycji na suszę 
(lOh) powodował podwyższenie akumulacji tran- 
skryptu genu kodującego a-oksydazę  kwasów 
tłuszczowych w tkankach korzenia.

IV-1.4. Geny kodujące białka opiekuńcze

Wśród genów A. thaliana, których ekspresja była 
zmieniana w odpowiedzi na poddanie roślin stresowi 
suszy zidentyfikowano kilka genów kodujących 
białka opiekuńcze. W przypadku genu kodującego 
białko homologiczne do DnaJ i jedno z białek rodzi­
ny Hsp70 obserwowano silne wzmocnienie ekspresji 
stosownych genów, a w przypadku genów CpnóO i 
Roc4  (kodującego cyklofilinę) wyraźny spadek eks­
presji [14].

W liściach jęczm ienia po krótkim okresie ekspo­
zycji na suszę ( 6 h) spadał poziom akumulacji tran- 
skryptu genu kodującego homolog DnaJ —  Pfj4;

dłuższa, trwająca lOh ekspozycja skutkowała nato­
miast spadkiem poziomu ekspresji genu kodującego 
białko M sJ l ,  podobne do DnaJ [16].

IV-1.5. Geny kodujące białka związane z ogólną od­
powiedzią na stres

Spośród genów A. thaliana  kodujących białka 
biorące udział w ogólnej odpowiedzi stres wzrost po­
ziomu ekspresji w odpowiedzi na suszę dotyczy 
a -D o x l  (kodującego dioksygenazę kwasów 
tłuszczowych), Nhl3, P ox  (kodującego potencjalną 
peroksydazę), Lox  (kodującego lipoksygenazę), 
Rd22  (ang. dehydration-responsive) i M t2  (ko­
dującego metalotioneinę b iorącą udział w detoksy­
kacji i utrzymywaniu homeostazy cynku i miedzi) 
[14]. Poziom transkrypcji lipoksygenazy 2 wzrastał 
także w liściach i w korzeniach jęczm ienia po krót­
kim okresie ekspozycji na suszę ( 6  h) [16]. W korze­
niach jęczm ienia  akumulował się transkrypt genu 
P R -10  (kodującego białko 10 związane z patoge­
nezą), spadał natomiast poziom  ekspresji genu ko­
dującego tioneinę.

Zmiany poziomu ekspresji zaobserwowano także 
w przypadku genów kodujących białka uczest­
niczące w usuwaniu reaktywnych form tlenu. 
Wzmocnienie ekspresji dotyczyło genów A. thalia­
na: A p x l  (kodującego peroksydazę askorbinianową) 
i Cat3 (kodującego katalazę 3), a osłabienie —  eks­
presji genów reduktazy monodehydroaskorbiniano- 
wej i reduktazy glutationowej [37]. Po 10 h ekspozy­
cji na suszę w korzeniach jęczm ienia spadał poziom 
akumulacji transkryptów genu peroksydazy ATP9a, 
a także genu kodującego peroksydazę askorbinia­
now ą [16].

IV-1.6. Geny kodujące białka chloroplastowe, w tym  
związane z fotosyntezą

Susza jes t  jednym  z czynników środowiskowych, 
które m ogą naruszać stan równowagi pomiędzy ilo­
ścią pobranej i przeniesionej przez aparat anten ener­
getycznych fotosyntezy energii promienistej, a ilo­
ścią energii, k tóra może zostać spożytkowana w for­
mie fotosyntetycznego transportu elektronów, reak­
cji ciemniowych fotosyntezy i procesów metabolicz­
nych zależnych od produktów reakcji ciemniowych. 
Naruszenie stanu równowagi energetycznej polega 
na obniżeniu ilości energii spożytkowanej poniżej 
poziomu ilości energii przenoszonej przez aparat an­
ten energetycznych fotosyntezy na skutek spadku 
tempa reakcji c iem niowych fotosyntezy [38] i tempa 
procesów metabolicznych zależnych od reakcji 
ciemniowych fotosyntezy. Wywołana przez suszę 
nierównowaga grozi zatem roślinom takimi samymi
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niekorzystnymi konsekwencjami jak ie w iążą się z 
ekspozycją na stresująco silne światło, tzn. fotousz- 
kodzeniem centrów reakcji fotosystemu II (PSU). 
Można zatem oczekiwać, że jed n ą  z odpowiedzi na 
stres suszy powinno być uruchomienie m echani­
zmów fotoprotekcyjnych obejmujących wyciszenie 
genów kodujących białka związane z procesem zbie­
rania energii promienistej światła (ang. light harve­
sting) czy wzmocnienie ekspresji genów kodujących 
białka uczestniczące w fotosyntetycznym transpor­
cie elektronów, reakcjach ciemniowych fotosyntezy 
i procesach metabolicznych zależnych od reakcji 
ciemniowych fotosyntezy. Zasadność takich oczeki­
wań tylko częściowo znajduje potwierdzenie w w y­
niku studiów nad wielkoskalowymi zmianami eks­
presji genów roślinnych następującymi w odpowie­
dzi na stres suszy. O ile zaobserwowany u A. thaliana  
poddawanego stresowi suszy spadek ekspresji ge­
nów wielu białek PSI i PSU ( w tym także apobiałek 
kompleksów zbierających światło) —  Lhcb4, Lhcb5, 
Lhcbó, PsbQ, PsbP, PsbS, PsbY, P saD l,  PsaH, PsaG, 
PsaN [ 14, 37] są  z tymi oczekiwaniami w pełni zgod­
ne o tyle trudno zrozumieć fizjologiczny sens 
osłabienia ekspresji genów kodujących Rubisco  
(R bcL , R bcS-lA  oraz R b cS -lB ), jej aktywazę (R ca) 
oraz apobiałka chloroplastowej syntazy ATP u 
A. thaliana  i jęczm ienia eksponowanych na suszę 
[14, 16]. Zrozumienie sensu adaptacyjnego tych 
zmian wymaga dalszych badań.

Niektóre spośród genów kodujących białka chlo­
roplastowe niezwiązane bezpośrednio z fotosyntezą 
także podlegają wyraźnym  zmianom poziom u eks­
presji w odpowiedzi na ekspozycję rośliny na suszę 
np. w liściach jęczm ienia w zmacniana była ekspresja 
genu kodującego podjednostkę ClpD chloroplasto­
wej proteazy ClpDP [16], a w tkankach A. thaliana  
ekspresja dwóch genów kodujących enzymy szlaku 
biosyntezy karotenoidów [14].

IV -1.7. G eny zw iązane z m etab o lizm em  w ęglow od an ów

Wydaje się, że jednym  z kluczowych elementów 
zespołu mechanizmów wiodących do adaptacji do 
suszy jest akumulacja węglow odanów o charakterze 
osmolitów w tym trehalozy, rafinozy, fruktanów i ga- 
laktinolu. Przypuszcza się, że funkcja osmolitów w 
warunkach suszy polega na zapewnieniu w komórce 
odpowiednio niskiego potencjału wody komórek 
[39]. U A. thaliana  zaobserwow ano wzrost poziomu 
transkrypcji genów kodujących: prawdopodobną 
syntazę 6 -fosfotrehalazy ( TPS11), białko podobne 
do syntazy rafinozy, oraz potencja lną syntazę galak- 
tinolu (GolS2) [14, 15]. Doświadczenia z wykorzy­

staniem techniki mikromacierzy DNA potwierdziły 
udział produktów wielu innych genów kodujących 
białka związane z metabolizmem węglowodanów w 
mechanizmach adaptacyjnych uruchamianych w wa­
runkach suszy. Dotyczy to np. genów, które, kodują 
białka biorące udział w procesach glikolizy i gluko- 
neogenezy, a także metabolizmie skrobi i sacharozy. 
U A. thaliana  wzrastała ekspresja genów kodujących 
enolazę, P-glukozydazę, syntazę sacharozy i a-am y- 
lazę, spadał natomiast poziom ekspresji genów ko­
dujących: potencjalną P-glukozydazę (B G L1), bis- 
fosfatazę fruktozy, dehydrogenazę 3-fosfogliceroa- 
ldehydu (GapA), oraz aldolazę fruktozo- 1,6-bisfos- 
foranu [14].

Zmiany poziomu ekspresji w odpowiedzi na stres 
suszy dotyczyły również genów związanych z bio­
syntezą ściany komórkowej. W liściach A. thaliana  
wzrastał poziom ekspresji trzech genów kodujących 
różne formy dehydrogenazy alkoholu cynamonow e­
go (CAD), a także genów kodujących: potencjalną 
reduktazę cynamono-CoA, genów transferazy ksylo- 
glukan: ksyloglukozyl (XTH22 i XTR 3), chitynazę, 
białko z rodziny pektynoesteraz i homolog białka DC 
1 .2 , wykazujący aktywność inhibitorową dla pekty­
noesteraz [14]. Spadał natomiast poziom akumulacji 
transkryptu genu E xg t-A l kodującego jed n ą  z form 
transferazy ksyloglukan: ksyloglukozyl [14]. Po 
dłuższym okresie ekspozycji na suszę w liściach 
jęczm ienia zaobserwowano również spadek pozio­
mu transkrypcji genu kodującego syntazę celulozy 7 
[16].

IV-1.8. Geny kodujące białka związane z biosyntezą 
i degradacją białek

W wyniku ekspozycji na suszę spada poziom eks­
presji wielu genów kodujących białka związane z 
aparatem biosyntezy białek. Dotyczy to między in­
nymi genów kodujących białka rybosomalne 
wchodzące w skład podjednostki rybosomu 50S u A. 
tha liana : RPL12-A R P L12-C  oraz RPL27 [ 14]. Z ko­
lei w liściach jęczm ienia po lOh ekspozycji na suszę 
spadał poziom akumulacji transkryptu białka L 6  

wchodzącego w skład podjednostki rybosomalnej 
60S, zaobserwowano także wzrost poziomu ekspre­
sji genu kodującego białko z rodziny Rip, biorące 
udział w negatywnej regulacji biosyntezy białek
[16].

Zmiany poziomu ekspresji zaobserwowano rów ­
nież w grupie genów kodujących białka związane z 
degradacją białek zachodzącą na terenie cytoplazmy. 
U A. thaliana  wzrastał poziom ekspresji genu ko­
dującego białko z rodziny proteaz aspartylowych,
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spadał natomiast poziom ekspresji genu kodującego 
kodującego inhibitor proteaz Dr4 [14].

IV-2. Geny kodujące specyficzne czynniki 
transkrypcyjne

Eksperymenty z wykorzystaniem techniki mikro- 
m acierzy DNA dostarczyły również informacji o sze­
rokiej gamie czynników transkrypcyjnych biorących 
udział w adaptacji roślin do niedoboru wody. U 
A. thaliana  w odpowiedzi na suszę wzrastał między 
innymi poziom ekspresji genów kodujących białka z 
rodziny DREB/CBF. Białka te zawierają domenę 
AP2, która wiąże się z m otyw em  DNA określanym 
jako  CRT/DRE (ang. C -rep ea t/dehydration-respon­
sive elem ent). Dotyczy to genu kodującego Dreb2a, a 
także trzech innych genów kodujących białka zawie­
rające dom enę AP2. W zmocniony był także poziom 
ekspresji kilku genów kodujących czynniki tran­
skrypcyjne z rodziny Myb (Myb74, ZatlO), a także 
genów kodujących czynniki transkrypcyjne 
W RKY28, W RKY39 i ATAF3. Zaobserwowano 
wzrost poziomu ekspresji genów kodujących białka 
Rap2.6, HsfAóB, GBF3 (ang. g-box binding fa c to r), 
C o li  (białko zawierające motyw palca cynkowego), 
bHLH017, ATFIB-7, ABF3 (ang. ABA-responsive  
elem ents-b inding  fa c to r)  i RD22BP1. Spadał nato­
miast poziom  ekspresji genów kodujących takie 
czynniki transkrypcyjne jak  BLH2, ZIGA2 (ang. 
G AP-like z incfinger-con ta in ing  pro tein) i Lil3 [14].

IV-3. Analiza motywów promotorowych wystę­
pujących w genach podlegających regulacji 
w odpowiedzi na suszę

Promotory genów A. thaliana  podlegających 
zm ianom  ekspresji w odpowiedzi na suszę zostały 
poddane analizie w poszukiwaniu charakterystycz­
nych motywów. W promotorach wielu genów, któ­
rych ekspresja ulegała wzmocnieniu w odpowiedzi 
na suszę znaleziono elementy biorące udział w odpo­
wiedzi na kwas abscysynowy —  ABRE ((Py- 
ACGTG(T/G)C). Nie jes t  to faktem zaskakującym, 
gdyż rola kwasu abscysynowego w mechanizmach 
adaptacyjnych do suszy została dobrze udokum ento­
wana, chociaż dokładny mechanizm transdukcji sy­
gnału nie został jeszcze poznany [40, 41],

W genach Cor78, k in l  i C O R403-PM  znaleziono 
także m otywy CRT/DRE (ang. C -repeat/ dehydra­
tion-responsive elem ent): TACCGACAT, które 
w iążą białka zawierające dom eną AP2. Innym często 
w ystępującym motywem była sekwencje rdzeniowa 
m otyw u CRT/DRE (CCGAC). Również w tym przy­

padku potwierdzone zostały wcześniejsze informa­
cje o udziale tych elementów w zależnych od deficy­
tu wody mechanizmach adaptacyjnych roślin [42]. 
Żadnego z wyżej wymienionych motywów nie znale­
ziono natomiast w promotorach genów A BF3, CAD, 
ATHB-7, X TR, a także genu kodującego a-am ylazę 
[14].

Analiza m otywów promotorowych w ystę­
pujących w genach, których ekspresja podlega zmia­
nom w odpowiedzi na stres suszy potwierdziła więc 
dotychczasowe doniesienia o co najmniej dwóch 
szlakach transdukcji sygnału uruchamianych w w y­
niku ekspozycji roślin na stres suszy: jednej —  zale­
żnej od ABRE i drugiej —  zależnej od białek Dreb. 
Istn iejąjednak dane sugerujące możliwość udziału w 
m echanizmach adaptacyjnych do suszy także innych 
szlaków transdukcji sygnału [40].

V. Podsumowanie

Zaprezentowane w niniejszym opracowaniu dane 
potwierdzają, jak  znaczącym rozszerzeniem i 
uszczegółowieniem wiedzy odnoszącej się do eks­
presji genów roślinnych w odpowiedzi na zm ie­
niający się kontekst środowiskowy zaowocowało 
wprowadzenie do arsenału metod biologii m oleku­
larnej techniki mikromacierzy DNA.

Ze względu na ogrom ną ilość danych, jakich  do­
starcza nawet pojedynczy eksperyment mikromacie- 
rzowy, najpoważniejszym wyzwaniem stojącym 
przed producentami i użytkownikami aparatury mi- 
kromacierzowej jes t  udoskonalenie metod obróbki 
gromadzonych danych, tak, aby niosły one większy 
potencjał „interpretowalności fizjologicznej” . N ie­
mniej poważnym wyzwaniem jest projektowanie i 
realizacja eksperymentów zmierzających do wyja­
śnienia istoty szlaków sygnalizacyjnych wiążących 
bodziec środowiskowy z odpowiedzią rośliny na po­
ziomie akumulacji transkryptów. Można oczekiwać, 
że stworzenie opartych na wynikach analiz mikroma- 
cierzowych baz danych kompilujących informacje o 
profilach ekspresji genów zmieniających się wraz ze 
zmianami warunków środowiskowych i odpowied­
nich szlakach sygnalizacyjnych, jak  również infor­
macje o zmianach profilu ekspresji genów towa­
rzyszących realizacji programu ontogenetycznego 
przyniesie wręcz rewolucyjny postęp biologii ko­
mórki roślin.
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Akwaporyny — nowe spojrzenie na transport wody w 
roślinach 

Aquaporins — new entry into plants water movement

GRAŻYNA DĄBROWSKA, BEATA GŁOWACKA

Spis treści:

I. W prowadzenie
II. Identyfikacja pierwszej akw aporyny
III. Budowa kanałów wodnych
IV. Funkcje i podział akwaporyn
V. Ekspresja i regulacja aktyw ności akwaporyn
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W ykaz stosowanych skrótów: CDPK —  kinaza białkowa zale­
żna od jonów wapnia (ang. calcium -dependent protein kinase); 
MIP —  integralne białka błonowe (ang. m em brane integral p ro ­
tein); NLM —  białka MIP błon peribakterioidu (ang. nodu- 
lin-26-like MIP); Pf _  współczynnik przewodnictwa wody; PIP 
—  białka błonowe plazmalemmy (ang. plasm a  — m em brane-in­
trinsic proteins); TIP —  białka błonowe tonoplastu (ang. tono- 
plast intrinsic proteins)

I. Wprowadzenie

Woda jes t podstawowym  składnikiem żywych or­
ganizmów. Zasadniczą rolę w przewodzeniu wody i 
kontrolowaniu poziomu transpiracji w organizmach 
roślinnych odgrywają tkanki naczyniowe i komórki 
ochronne.

Ustawiczna wymiana cząsteczek pomiędzy ko­
mórkami a ich otoczeniem jest  niezbędnym elemen­
tem dla prawidłowego funkcjonowania organizmów 
żywych. Niezwykle istotną dla tego procesu jest w y­
soka specyficzność m echanizm ów biorących udział 
w transporcie substancji zarówno do, jak  i z wnętrza 
komórki, co jes t możliwe dzięki istnieniu selektyw­
nie przepuszczalnej bariery ja k ą je s t  błona kom órko­
wa. Substancje odżywcze jak  np. cukry czy am ino­
kwasy są pobierane, a produkty takie jak  C 0 2 usuwa-
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ne, natomiast stężenie wewnątrzkomórkowe jonów 
H+, N a +, K+, Ca + musi być utrzymane na określonym 
poziomie. P lazmalemma i tonoplast zapewniają za­
chowanie wewnątrzkomórkowej homeostazy. Jak 
wszystkie błony, są one zbudowane z hydrofobowej 
dwuwarstwy lipidowej oraz białek transbłonowych. 
Taka budowa umożliwia przepływ wody, jonów  i 
metabolitów a także pozwala na utrzymanie stałego 
pH cytoplazmy, które jes t wyższe o trzy jednostki od 
pH wakuolarnego. Dwuwarstwa fosfolipidowa jest 
przepuszczalna dla gazów takich jak  0 2 i C 0 2, które 
mogą przenikać przez n ią  na drodze prostej dyfuzji, a 
jednocześnie słabo przepuszczalna dla wody i prawie 
całkowicie nieprzepuszczalna dla substancji hydro- 
filnych (cukrów, aminokwasów), których przenosze­
nie jes t uzależnione od transportu błonowego. Białka 
transbłonowe stanowią specyficzne kanały dla po­
szczególnych substancji i są  zaangażowane w trans­
port protonów, nieorganicznych jonów, substancji 
organicznych przez p lazm alemm ę i tonoplast w tem ­
pie optymalnym dla potrzeb komórki [1]. W błonach 
biologicznych występują trzy typy białek transporto­
wych, różniących się zarówno rodzajem transporto­
wanych substancji jak  i mechanizmem transportu. Są 
nimi pompy zależne od ATP, kanały białkowe i ko- 
transportery [2 ].

Transport wody wewnątrz i pomiędzy tkankami 
roślinnymi zachodzi zarówno na drodze apopla- 
stycznej jak  i symplastycznej, przy czym ściśle okre­
ślone ilości cząsteczek wody muszą przekroczyć ba­
rierę, jak ą  stanowią liczne błony komórkowe [3],

POSTĘPY BIOCHEMII 50(4), 2004 383http://rcin.org.pl

mailto:browsk@uni.torun.pl
mailto:beataglowacka2000@yahoo.com


Woda przemieszcza się szlakiem apoplastycznym 
pod wpływem sił fizycznych i jes t  regulowana g łów ­
nie przez gradient potencjału wodnego pomiędzy 
glebą, rośliną a atmosferą [4], ta droga transportu jest 
sprzężona z transpiracją [5]. Szlak symplastyczy 
tworzy większy opór dla strumienia wodnego, dla 
którego barierą są błony lipidowe [6 ]. Ruch wody 
przez błony biologiczne jes t  określany przez zmiany 
ciśnienia osmotycznego i hydrostatycznego, co po­
zwala na zachowanie wewnątrzkomórkowej hom e­
ostazy [7]. Obecnie uważa się, że transport szlakiem 
symplastycznym jest drogą regulow aną przez dużą 
rodzinę kanałów wodnych —  akwaporyn [8 ].

II. Identyfikacja pierwszej akwaporyny

Badania zespołu P e t e r a  A g r e  [9] dotyczące 
analizy ludzkich grup krwi Rh, niespodziewanie do­
prowadziły do zidentyfikowania białka o masie 
28 kDa. Nowo odkryte białko wykazywało tetrame- 
ryczną budowę i transm em branowy charakter, spe­
cyficzny dla kanałów błonowych. W wyniku poszu­
kiwań tegoż białka w innych ludzkich tkankach oka-

dziewanemu rozerwaniu. Wówczas to stwierdzono 
zaskakującą możliwość transportu wody poprzez 
omawiane białka [11]. Wykazano, że silnymi inhibi­
torami nowo odkrytego białka są jony  rtęci oraz jony 
innych metali ciężkich [12]. W związku ze scharak­
teryzowanymi funkcjonalnymi właściwościami 
białko nazwano akw aporyną 1 (AQP1) [13]. O zna­
czeniu odkrycia akwaporyn może świadczyć przy­
znana w 2003 roku P. Agre i M.K. Roderick Nagroda 
Nobla w dziedzinie chemii.

Obecnie akwaporyny zostały zidentyfikowane 
niemal we wszystkich znanych, żywych organi­
zmach, włączając wyższe ssaki, pozostałe kręgowce, 
bezkręgowce, rośliny, bakterie, archebakterie, pier­
wotniaki [14-16], co wskazuje na zaangażowanie 
tych białek w różnorodne procesy biologiczne lub też 
ich udział w podstawowych procesach życiowych.

III. Budowa kanałów wodnych

Akwaporyny są białkami tetramerycznymi o w iel­
kości od 27 do 29 kDa. W przeciwieństwie do 
kanałów jonowych, gdzie 4 łańcuchy polipeptydowe

środowisko
zewnętrzne

błona
biologiczna

wnętrze 
S  komórki

COOH

Ryc. 1. Model strukturalny akwaporyny. Liczbami 1-6 oznaczono kolejne domeny transmembranowe. Części pomiędzy domenami oznaczono jako pę­
tle A-E. Pętle B i E zawierają konserwowany motyw NPA będący częścią poru. Pomiędzy domeną 5 a motywem NPA pętli E zaznaczono miej­
sce odpowiedzialne za inhibicję jonami metali ciężkich.

zało się, że występuje ono nie tylko w erytrocytach, 
ale także w ogromnych ilościach w plazmalemmie 
komórek kanalików proksymalnych nerek (komórki 
charakteryzujące się najw yższą znaną przepuszczal­
nością wody przez p lazm alemm ę u organizmów 
zwierzęcych) [10]. Przeszukanie sekwencji znaj­
dujących się w bankach genów doprowadziło do zna­
lezienia homologicznych sekwencji u mikroorgani­
zmów, roślin i zwierząt, jakkolw iek  ich funkcja 
nadal pozostawała nieznana. W dalszym etapie ba­
dań sprawdzano rolę odkrytego genu w oocytach X e- 
nopus laevis, transfekowanych cDNA kodującym 
28 kDa białko. Transfekowane komórki po przenie­
sieniu do hipotonicznego roztworu ulegały niespo-

budująjeden  kanał, w akwaporynach każdy pojedyn­
czy łańcuch tworzy oddzielny por wodny. Każdy por 
wodny przepuszcza pojedynczy strumień cząsteczek 
wody, jednocześnie stanowiąc nieprzepuszczalną b a ­
rierę dla protonów. Pojedynczy łańcuch polipeptydo- 
wy akwaporyny sześciokrotnie przechodzi przez 
błonę tak, że zarówno C-koniec jak  i N-koniec znaj­
dują się po wewnętrznej stronie błony. Analiza se­
kwencji aminokwasowej wykazała niespotykaną 
wcześniej topologię: pojedynczy polipeptyd akw a­
poryn charakteryzuje się obecnością dwóch tande­
mowych powtórzeń odwróconych o 180 względem 
siebie. Każde z nich jes t tworzone przez trzy trans­
membranowe domeny i łączące je  pętle. Dwie z p ię­
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ciu pętli (pętla B i E) zaw ierają  charakterystyczny 
motyw asparagina —  prolina —  alanina (NPA) [11]. 
Pierwsza i druga oraz trzecia i czwarta domena trans- 
membranowa wykazują silnie hydrofobowy charak­
ter, a w motywach NPA Asn-76 i Asn-192 zawierają 
spolaryzowane reszty umożliwiające wiązanie 
cząsteczek wody. Pętle B i E wyściełające kanał za­
wierają krótkie odcinki a-helis ,  tworzące cząstkowo 
dodatni ładunek wewnątrz błony. Ich obecność nada­
je  akwaporynom zdolność do zablokowania trans­
portu protonów, a to wyjaśnia, w jaki sposób w ner­
kach następuje resorpcja setek litrów wody dziennie, 
a jednocześnie wydalane są  kwasy i ich pochodne
[11]. Natomiast miejsce odpowiedzialne za inhibicję 
jonami metali ciężkich zostało zidentyfikowane w 
pozycji Cys-189, w pobliżu motywu NPA pętli E
[17].

Opierając się na powyższych danych i analizach 
zdjęć z mikroskopu elektronowego, A g r e i wsp. 
zaproponowali trójwymiarowy model akwaporyny, 
nazwany modelem klepsydry [11]. Pętle zawierające 
motyw NPA, z których jedna  znajduje się po w ew ­
nętrznej stronie błony, a druga na zewnątrz składają 
się do wewnątrz błony i zachodzą na siebie w miej­
scu sekwencji NPA tworząc przewężenie w błonie 
plazmatycznej i pojedynczy kanał pomiędzy u tw o­
rzoną strukturą. Tetrameryczna struktura AQP jest 
prawdopodobnie niezbędna do stabilizacji pozycji 
indywidualnych monomerów. Przestrzeń pomiędzy 
poszczególnymi monomerami zawiera cztery nie­
zależne pory, każdy o średnicy około 3 A tj. wielkość 
pojedynczej cząsteczki wody [18].

IV. Funkcje i podział akwaporyn

Akwaporyny są filogenetycznie starą rodziną 
białek kanałowych, które transportują wodę i niektó­
re metabolity poprzez błony biologiczne [19]. Wiele 
spośród nich reguluje przewodnictwo hydrauliczne 
błon, w których się znajdują i powoduje 1 0 - do 
2 0 -krotny wzrost w spółczynnika przewodnictwa 
wody (Pf) tych struktur. Najbardziej aktywne są 
akwaporyny wysoce specyficzne dla wody, które 
mogą transportować przez pojedynczą podjednostkę 
białkową do miliarda cząsteczek wody na sekundę
[20]. Niemal wszystkie białka rodziny akwaporyn 
należą do integralnych białek błonowych nazwanych 
białkami MIP (ang. M em brane In tegral Protein)
[21]. Jednak niektóre białka z rodziny MIP nie trans­
portują wody, lecz stanowią kanały dla mocznika
[22] czy glicerolu, jak  np. wyizolowane z E. coli 
białko GlpF [23]. U niektórych ssaków zidentyfiko­
wano wielofunkcyjne białka MIP, takie jak  AQP 7

transportujące zarówno wodę jak  i glicerol [24]. In­
nym przykładem może być Chara corallina, m odelo­
wa roślina w badaniach nad interakcjami pomiędzy 
transportem wody i innymi substancjami, u której za­
obserwowano, iż niskocząsteczkowe substancje or­
ganiczne takie jak  alkohole, m ogą być również prze­
noszone przez kanały wodne [6 , 25].

Badania M . E . B l a n k  i H .  E h m k e  [26] w y­
kazały, że akwaporyna 1 (AQP1) może być zaanga­
żowana w transport C 0 2 poprzez błony biologiczne, 
lecz fizjologiczne znaczenie transportu tego gazu po­
zostaje niewyjaśnione. Natomiast akwaporyna z Ni- 
cotiana tabacum  ułatwia transport błonowy C 0 2 w 
roślinie na poziomie kom órkowym  i ma istotne zna­
czenie dla fotosyntezy i otwierania aparatów szpar­
kowych. Przepuszczalność C 0 2 związana z NtAQP 1 
ma znaczenie fizjologiczne w warunkach gdy gra­
dient C 0 2 przez błonę kom órkową jes t mały, taki jak 
pom iędzy wnętrzem komórki roślinnej a atmosferą
[27].

Biorąc pod uwagę stosunkowo wysoką specyficz­
ność akwaporyn zaskakująca jes t ich ogromna różno­
rodność u organizmów zwierzęcych, a przede 
wszystkim u roślin [11, 28]. W badaniach genomu 
A. thaliana  wykazano istnienie 38 sekwencji o roz­
miarach od 2 do 3 kpz, homologicznych do różnych 
podrodzin akwaporyn [3], natomiast u człowieka 
scharakteryzowano, zarówno na poziomie moleku­
larnym jak  i funkcjonalnym, 1 1  członków rodziny 
akwaporyn [ 1 1 ].

Bogactwo akwaporyn, mnogość pełnionych przez 
nie funkcji oraz różnorodna lokalizacja zarówno w 
licznych organach jak  i na poziomie subkomórko- 
wym sprawia, że w zależności od rozpatrywanych 
aspektów badacze dzielą rodzinę akwaporyn na róż­
ne sposoby.

Roślinne akwaporyny na podstawie homologii se­
kwencji oraz ze względu na ich subkomórkową loka­
lizację, klasyfikuje się w dwie podstawowe podro- 
dziny:
—  akwaporyny błon komórkowych PIP (ang. Pla- 

sm a  — mem brane- In trinsic Proteins) obejmujące 
dwie grupy PIP1 i PIP2

—  akwaporyny tonoplastowe TIP (ang. Tonoplast In ­
trinsic Proteins) [21].
Dodatkowo wyróżnia się grupę akwaporyn błon 

peribakterioidu NLM  (ang. N odulin-26-Like M IP) 
znajdujących się w brodawkach korzeniowych 
wiążących azot u roślin motykowych [29].

Ze względu na specyfikę transportu kanały wodne 
dzieli się na akwaporyny i gliceroakwaporyny [ 1 1 ]. 
Jednak mechanizm wielofunkcyjnego transportu 
przez akw aporyny nie jes t  do końca poznany, dlatego
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wydaje się, iż najbardziej uzasadniony podział opie­
ra się na wewnątrzkomórkowej lokalizacji akwapo- 
ryn.

Podrodziny TIP i PIP posiadają  odm ienną lokali­
zację subkomórkową. Integralne białka tonoplasto- 
we (TIP) są głównie zlokalizowane w błonach waku- 
olarnych, natomiast integralne białka płazmalemmy 
znajdują się przede wszystkim  w błonie kom órko­
wej. Pomimo, że białka PIP nie zawsze są  zlokalizo­
wane w plazmalemmie, a białka TIP w tonoplaście, 
wydaje się oczywistym, że różne izoformy akwapo- 
ryn korespondują z wew nątrzkom órkow ą kompart- 
mentacją, a same akwaporyny stanowią istotny mar­
ker w biologii molekularnej dla identyfikacji pocho­
dzenia roślinnych błon biologicznych [7].

Akwaporyny różnią się między sobą także efek­
tyw nością  w przepustowości dla cząsteczek wody. 
Analiza 23 genów MIP A rabidopsis  oparta na bada­
niach ich ekspresji w oocytach X. laevis i obserwa­
cjach zmian przepuszczalności płazm alemm y dla 
wody, zweryfikowała tylko kilka z nich jako akw a­
poryny. Nadal niewyjaśnionym pozostaje fakt, czy 
wszystkie 23 produkty genów MIP poddane analizie 
są akwaporynami, czy też część z nich obok wody 
transportuje inne substancje, lub też pełni zupełnie 
odmienne funkcje [2 1 , 28].

V. Ekspresja i regulacja aktywności 
akwaporyn

Ze względu na elementarną funkcję wody, jej 
transport w organizmach żywych musi podlegać 
ścisłej kontroli. Różnice w ekspresji genów akwapo­
ryn między różnymi komórkami i tkankami w yka­
zało wiele zespołów badawczych [15, 30, 31]. Akw a­
poryny u legają silnej ekspresji w tkankach, gdzie ma 
miejsce intensywniejszy przepływ metabolitów i 
gdzie powinny być dostarczone duże ilości wody. 
Obecnie wiadomo, że większość poznanych awapo- 
ryn występuje głównie w tkankach przewodzących. 
Natomiast niektóre tonoplastowe akwaporyny ule­
gają  silnej ekspresji w merystemach, w miejscu bio- 
genezy wakuolarnej. Zróżnicowana ekspresja genów 
kodujących odmienne izoformy akwaporyn podczas 
rozwoju organizmów roślinnych została powiązana z 
różnorodnymi procesami fizjologicznymi, włączając 
zamykanie i otwieranie aparatów szparkowych, ru­
chy organów, wzrost w ydłużeniowy komórek, po­
działy komórkowe [13, 14, 32-34]. Ekspresja niektó­
rych genów z grupy PIP, jak  na przykład RD28 u 
A. thaliana  czy NeMip2 i NeMip3 u N icotiana excel­
sior, jes t stymulowana suszą [35, 36] a u M esem bry- 
anthemum crystallinum  ekspresja MIPA —  akwapo-

ryny zlokalizowanej w plazmalemmie, jest ham owa­
na podczas stresu solnego [37]. Ponadto u A rab i­
dopsis  scharakteryzowano akwaporynę z grupy 
PIP1, której ekspresja nie zmienia się w znaczący 
sposób pod wpływem warunków stresowych [38]. 
Przypuszczalne powiązania pomiędzy funkcją akw a­
poryn w regulacji gospodarki wodnej roślin, a regu­
lacją ekspresji kodujących je  genów pozostają n ie­
wyjaśnione.

Poza regulacją przepuszczalności błon dla wody 
na drodze zróżnicowanej ekspresji genów ko­
dujących akwaporyny, możliwy jest dodatkowy po­
ziom kontroli tego procesu. K j  e 11 b o m i inni [19] 
sugerują, że aktywność akwaporyn regulowana jes t 
poprzez ich fosforylację i defosforylację. Endogenna 
regulacja aktywności akwaporyn jes t sterowana hor­
monami, które indukują w ew nątrzom órkową kaska­
dę fosforylacji. Przepuszczalność akwaporyn dla 
wody jes t regulowana w wyniku fosforylacji reszt se- 
rynowych znajdujących się w cytoplazmatycznych 
odcinkach tego białka. Zlokalizowana w pierwszej 
cytoplazmatycznej pętli seryna 115, konserwowana 
u wszystkich poznanych akwaporyn, ulega fosfory­
lacji kinazą A lub C. W przypadku kanałów wodnych 
z grupy PIP2 fosforylowana jes t seryna 274, nato­
miast w akwaporynach peribakteroidu seryna 264 w 
rejonie C końca. Zidentyfikowano też miejsca fosfo­
rylacji dla większości akwaporyn tonoplastowych, 
przy czym w przeciwieństwie do akwaporyn błon ko­
mórkowych w akwaporynach wakuolarnych modyfi­
kacji ulega treonina.

Poziom cytoplazmatycznego stężenia Ca2+ w ko­
mórkach o dużym potencjale osmotycznym jest w y­
soki, co jes t efektem stałego napływu Ca2+ do w n ę­
trza komórki przez kanały wapniowe. Jednocześnie 
utrzymywany jest wysoki poziom kinazy białkowej 
zależnej od jonów  wapnia —  CDPK (ang. Calciu- 
m -D ependent Protein K inase), katalizującej fosfory­
lację reszt serynowych [39]. Obniżenie potencjału 
osmotycznego komórki pociąga za sobą spadek cy to­
plazmatycznego stężenia jonów  wapnia, co prowadzi 
do zahamowania aktywności CDPK i jest sygnałem 
dla defosforylacji akwaporyn z grupy PIP. Spadkowi 
przepuszczalności błony komórkowej dla wody to ­
warzyszy aktywacja akwaporyn tonoplastowych i 
wydostanie się wody z wakuoli do cytoplazmy pod­
stawowej [19].

VI. Podsumowanie

Badania genetyczne dostarczają wciąż nowych 
danych na temat funkcji akwaporyn. Transgeniczne 
rośliny Arabidopsis transfekowane antysensow ną
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kopią genu p ip i  w ykazywały obniżoną ekspresję kil­
ku homologów PIP 1, a ich komórki cechował niski 
potencjał wodny, co dostarczyło dowodów na to, że 
akwaporyny um ożliwiają transport wody poprzez 
błonę kom órkową [7]. Badanie transportu wody na 
poziomie komórkowym i tkankowym  jest  utrudnione 
z powodu dużej różnorodności białek transbłono- 
wych i niemożnością wykluczenia ich aktywności w 
badaniach in vivo, w ynikającą z blokującego 
działania jonów  metali ciężkich na niemal wszystkie 
kanały błonowe. Dalsze badania nad transgeniczny- 
mi roślinami A rabidopsis  zawierającymi anty sen­
sowną kopię genu p ip l  wykazały zwiększenie masy 
korzeniowej, podczas gdy rozwój łodygi pozostawał 
bez zmian w stosunku do kontroli [7]. Fenotyp tych 
roślin może być związany ze znaną wcześniej zale­
żnością, że stosunek wielkości korzeń/łodyga 
kształtuje się w odpowiedzi na ich status wodny, co 
bezpośrednio pokazuje wpływ transportu błonowego 
na plastyczność rozwoju roślin. W najbliższej 
przyszłości analiza m utantów poszczególnych ge­
nów kodujących akwaporyny będzie dostarczała no­
wych danych na temat funkcji kanałów wodnych 
podczas wzrostu i rozwoju roślin, a także ich adapta­
cyjnej odpowiedzi na stresy.

Już na obecnym poziomie badań akwaporyny do­
starczyły wyjątkowych m olekularnych danych 
nawiązujących do fascynujących połączeń pomiędzy 
transportem wody a rozwojem roślin i odpowiedzią 
adaptacyjną do ich wciąż zmieniającego się środowi­
ska zewnętrznego.
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Sesja poświęcona pamięci profesora Witolda Drabi- 
kowskiego i profesor Marii Gabrieli Sarzały- 
Drabikowskiej 

Muscle And Cell Motility: From Cell Physiology To 
Human Pathology*

W dniach 5-6 listopada 2004 roku w Warszawie, 
odbyła się wspólna sesja Komisji Patologii Nerwo- 
wo-Mięśniowej PAN i Zakładu Biochemii Mięśni In­
stytutu Biologii Doświadczalnej im. Marcelego 
Nenckiego PAN, poświęcona pamięci profesora W i­
tolda Drabikowskiego (1925-1983), założyciela 
Zakładu Biochemii Mięśni i twórcy szkoły b ioche­
mii białek mięśniowych, oraz profesor Marii G abrie­
li Sarzały-Drabikowskiej (1936-1987), kierownika 
Pracowni Błon Komórek Kurczliwych w tym

Sesji odbyły się w Instytucie Medycyny D oświad­
czalnej i Klinicznej im. Mirosława M ossakowskiego 
PAN, a 6  listopada (sobota) —  w Instytucie Biologii 
Doświadczalnej. Do udziału w Sesji zaproszono 
byłych w ychowanków i współpracowników Państwa 
Drabikowskich. W piątkowej sesji głos zabrali: p ro­
fesor Irena Hausmanowa-Petrusewicz wraz z 
współpracowniczkami, profesor Anną Fidziańską i 
profesor Ireną Niebrój-Dobosz z Instytutu M edycy­
ny Doświadczalnej i Klinicznej, profesor John Ger-

Zakładzie. Organizatorkami Sesji były profesor Ire­
na Hausmanowa-Petrusewicz (Komisja Patologii 
Nerwowo-Mięśniowej) oraz docent Anna Jaku- 
biec-Puka i docent Maria Jolanta Rędowicz (Instytut 
Biologii Doświadczalnej). W dniu 5 listopada obrady

gely i doktor Zenon Grabarek z Boston Biomedical 
Research Institute (USA), profesor Reinhardt Ruedel 
z Uniwersytetu w Ulm (Niemcy), profesor Ernesto 
Carafoli z Venetian Institute o f  M olecular Medicine 
w Padwie (Włochy), profesor Felix M. Goni z Uni-

*Sesja została sfinansowana przez Instytut Biologii Doświadczalnej im. Marcelego Nenckiego PAN, Komisję Patologii Nerwo­
wo-Mięśniowej oraz Polską Sieć Biologii Molekularnej i Komórkowej UNESCO/PAN.
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wersytetu w Bilbao (Hiszpania), profesor Marek M i­
chalak z University o f  Alberta w Edmonton (K ana­
da), doktor Hanna Brzeska z National Heart, Lung 
and Blood Institute, NIH w Bethesdzie (USA) oraz 
profesorowie Hanna Strzelecka-Gołaszewska, Jacek

nek profesor M. Gabrieli Sarzały-Drabikowskiej —  
zaprezentował biografię swojej mentorki. Przedsta­
wiono także list-wspomnienie, który na ręce organi­
zatorek przesłał profesor Samuel V. Perry, przyjaciel 
profesora Witolda Drabikowskiego z Uniwersytetu

Kuźnicki i Sławomir Pikuła oraz docent Anna Jaku- 
biec-Puka i doktor Antoni Wrzosek z Instytutu Bio­
logii Doświadczalnej. W Sesji uczestniczył również 
syn Państwa Drabikowskich, Krzysztof, który ko­
ńczy obecnie staż podoktorski w Friedrich Mie- 
scher-Institut w Bazylei (Szwajcaria). Piątkowe ob­
rady rozpoczęła profesor Irena Hausmanowa-Petru- 
sewicz, która we wzruszającym wystąpieniu nakre-

w Birmingham (Wielka Brytania). W czasie obrad 
wykładowcy przedstawiali najnowsze poglądy na 
mechanizmy regulacji mięśni (J. Gergely, Z. G raba­
rek, H. Strzelecka-Gołaszewska, A. Wrzosek) i sys­
temów niemięśniowych (H. Brzeska, J. Kuźnicki, M. 
Michalak, K. Drabikowski). Omówiono także bada­
nia dotyczące mechanizmów prowadzących do pato­
logii m ięśniowych (A. Fidziańska, I. Niebrój-Do-

śliła sylwetkę naukową profesora Witolda Drabi 
kowskiego (treść wystąpienia poniżej). Podczas ob 
rad profesor Hanna Strzelecka-Gołaszewska — 
pierwsza doktorantka Witolda Drabikowskiego — 
przedstawiła bardziej szczegółowo jego karierę na 
ukową, zaś profesor Sławomir Pikuła —  wychowa

bosz wraz z I. Hausmanową-Petrusewicz, A. Jaku- 
biec-Puka i R. Ruedel). Zajmowano się również 
białkami związanymi z błoną kom órkową (E. Cara- 
foli, S. Pikuła), a także omówiono problematykę mi- 
krodomen błony komórkowej (F.M. Goni). S łucha­
czami i dyskutantami podczas obrad byli nie tylko
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badacze z warszawskich placówek naukowych 
(m.in. z Instytutu Biologii Doświadczalnej PAN, In­
stytutu Medycyny Doświadczalnej i Klinicznej 
PAN, Uniwersytetu W arszawskiego, Instytutu Bio­
chemii i Biofizyki PAN i Akademii Medycznej), ale 
także goście spoza W arszawy, z Uniwersytetu 
Wrocławskiego i Akademii Medycznej w Bydgosz­
czy oraz licznie reprezentowane środowisko m e­
dyczne. Na obrady przybyły również byłe asystentki 
techniczne Państwa Drabikowskich, Elżbieta 
Dąbkowska, Józefina Hertel, Urszula Koperska i Te­
resa Kośmicka.

Sobotnie obrady były dużo mniej formalne. Poza 
uczestnikami piątkowej Sesji brali w nich udział 
m.in. profesor Leszek Kuźnicki, przyjaciel profesora 
Witolda Drabikowskiego, zarówno z czasu studiów, 
jak  i późniejszej pracy w Instytucie Biologii D o­
świadczalnej, a także syn i wnuk profesora Witolda 
Drabikowskiego, Marek i Michał Drabikowscy. 
Wszyscy uczestnicy dyskusji podkreślali zasługi

obojga Państwa Drabikowskich dla rozwoju bioche­
mii mięśni nie tylko w Polsce, ale i na świecie, a ta­
kże ich wielki wkład w rozwój naukowy wszystkich 
uczestników obrad. Profesor Ernesto Carafoli przy­
pomniał, że to profesor Witold Drabikowski był ini­
cjatorem i organizatorem pierwszej m iędzynarodo­
wej konferencji dotyczącej białek wiążących jony 
wapnia. Nie obyło się bez wspomnień, anegdot, ale i 
dużego wzruszenia; wyrażano żal z tak niespodzie­
wanej śmierci Obojga w ich szczytowym okresie pra­
cy twórczej. Ponadto, docent Maria Jolanta Rędo- 
wicz, kierownik Zakładu Biochemii Mięśni i p ro ­
wadząca obrady Sesji, przedstawiła obecny stan kie­
rowanego przez siebie Zakładu, kierunki prow adzo­
nych badań i plany na przyszłość. Na zakończenie 
obrad postanowiono podjąć kroki zmierzające do 
uczczenia pamięci profesora W itolda Drabikowskie­
go i jego  Żony na forum ogólnokrajowym.

M aria Jolanta Rędowicz,
Zakład B iochem ii M ięśni, Instytu t B iologii 
D ośw iadczalnej im. M arcelego N enckiego PAN

W imieniu Komitetu Organizacyjnego witam bar­
dzo serdecznie wszystkich uczestników, szczególnie 
współpracowników, przyjaciół, kolegów i uczniów 
Witolda Drabikowskiego i jego  żony Gabrieli. B ę­
dzie to spotkanie z nimi i ich spuścizną naukową, a 
więc i ludźmi, których wychowali i którzy, w ten czy 
inny sposób, w różnych miejscach (w kraju i poza 
nim) kontynuują ich dzieło.

Czuję się trochę nieswojo w roli p rzew od­
niczącego —  jestem  „outsiderem ” zarówno w b io ­
chemii, jak  i w Instytucie im. Marcelego Nenckiego 
—  a Witold Drabikowski niewątpliwie przynależał 
całkowicie tak do biochemii, jak  i do tego Instytutu. 
Mam jednak od czasu Jego niespodziewanego odejś­
cia uczucie niespłaconego długu i to było jednym  z 
motorów mego działania.

I ja, i grupa moich najbliższych współpracow ni­
ków, byliśmy zafascynowani Witoldem od pierw sze­
go z Nim spotkania —  od międzynarodowej konfe­
rencji w Jabłonnie w 1973 r., poświęconej białkom 
wiążącym wapń. Przyciągały nas nowe spojrzenie, 
nowe rozumienie mięśnia, a to wszystko w kolorycie 
Jego niezwykłej osobowości. Słyszeliśmy przedtem 
o „najgłośniejszym biochem iku” , ale od tej konfe­
rencji rozpoczęły się nasze kontakty naukowe, i oso­
biste, i rodzaj współpracy. Dla neuromiologów W i­
told otwierał świat nowopoznanych białek, ich funk­

cji, nowego rozumienia mięśnia, w naszej pracy inte­
resowało go „jak to jes t  u ludzi” , a przede wszystkim 
rozmaitość patologicznych stanów mięśnia, bogac­
two możliwych zaburzeń, zwłaszcza w ludzkiej mio- 
genezie.

Było niezwykłą przyjemnością dzielenie się z 
Nim nowościami —  miał tyle entuzjazmu, ciekawo­
ści, zadawał tyle istotnych pytań i miał mnóstwo 
koncepcji, nawet w obcej sobie dziedzinie.

Jego osiągnięcia naukowe będą omawiane dzisiaj 
w trakcie naszego posiedzenia.

Tu przywołam moje osobiste wrażenia człowieka 
z boku, ale bardzo profesorem Drabikowskim zainte­
resowanego, wrażenia które towarzyszyły mi wtedy i 
przetrwały do dziś. Uderzała jego  witalność, energia, 
pasja badacza, ciekawość prawie dziecka. Pasją tą 
potrafił zarazić cały zespół, ale pasją skoncentro­
waną i to stanowiło o je j  kreatywności. Podziwiałam 
również zdolność pobudzania samodzielności u 
członków grupy i jednocześnie ich zainteresowanie 
nawzajem swoimi wynikami pracy i zainteresowanie 
szefa wynikami każdego z nich.

Na spotkaniach międzynarodowych widoczny był 
ogromny prestiż naukowy, jak im  się cieszył sam 
Drabikowski, ale także jego grupa; wyróżniała się li­
czebnością (w porównaniu z tzw. Europą W schod­
nią), aktywnością, umiejętnością prowadzenia dys­
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kusji, oryginalnością własnych badań. Był więc ba­
daczem z pasją, zamiłowanym  nauczycielem, a także 
organizatorem życia naukowego, tak w kraju, jak  i w 
skali międzynarodowej, umacniając kontakty z 
wszystkimi liczącymi się ośrodkami badawczymi i 
kreując naukowe związki międzynarodowe.

Jeśli ktoś pamięta trudności aparaturowe, odczyn­
nikowe i stypendialne tamtego okresu w Polsce, to 
zrozumie, że warunki stworzone przez Drabikow- 
skiego Jego grupie graniczyły z cudem -  kosztowało 
to ogromnie dużo wysiłku kierownika grupy.

Nie chciałabym pisać laurki ani żywotów świę­
tych. Witold stworzył to co stworzył, bo miał w ro­
dzoną zdolność „leadera” ; musiał też zdolność tę w y­
korzystać w życiu, aby stworzyć to co stworzył, nie 
unikając przy tym konfliktów i błędów.

Profesor Kuźnicki, w artykule napisanym bezpo­
średnio po śmierci Witolda napisał o Jego szkole. To 
prawda -  Witold Drabikowski stworzył polską 
szkołę biochemii mięśni. Stworzył j ą  jako względnie 
młody człowiek z młodymi zapaleńcami. Była to au­
tentycznie wielka szkoła, bez cienia zaściankowości 
i prowincjonalizmu, uznana na świecie, twórcza, już 
za życia Witolda dwupokoleniowa, do dziś żywotna. 
Wszedł do nauki europejskiej (i nie tylko) znacznie 
wcześniej niż Polska do Unii Europejskiej. Był „m o­
delowym prekursorem ” integracji nauki europej­
skiej.

Irena H ausm anow a-Petrusew icz 
P rzew odnicząca K om isji P atologii Nerw owo-M ię- 
śniow ej PAN
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Stulecie urodzin Profesora Bronisława Filipowicza — 
Sprawozdanie z Konferencji „Modyfikowane Kwasy 
Nukleinowe”

W dniach 5 i 6  listopada 2004 r. w Łodzi odbyła się 
Konferencja „M odyfikowane Kwasy Nukleinowe” . 
Była ona poświęcona pamięci Profesora Bronisława 
Filipowicza, doktora honoris causa Akademii M e­
dycznej w Łodzi i członka honorowego Polskiego 
Towarzystwa Biochemicznego w setną rocznicę Jego 
urodzin. Spotkanie, pod protektoratem JM Rektora 
Uniwersytetu prof. Andrzeja Lewińskiego, zorgani­
zowane zostało przez Zakład Chemii Medycznej 
Uniwersytetu M edycznego w Łodzi i przez Łódzki 
Oddział PTBioch. Tytuł konferencji nawiązywał do 
tej sprzed sześciu lat (por. Post Biochem  (1999) 45: 
151-152).

Po otwarciu konferencji Prezes Towarzystwa, 
prof. J. Barańska przedstawiła tegorocznego laureata 
nagrody Polskiego Towarzystwa Biochemicznego 
im. Bronisława Filipowicza za popularyzację b io­
chemii i nauk pokrewnych, którym został prof. To­
masz Twardowski z Instytutu Chemii Bioorganicznej 
PAN w Poznaniu i z Politechniki Łódzkiej. Prof. B a­
rańska i syn patrona nagrody, prof. Witold F ilipo­
wicz, wręczyli laureatowi medal i dyplom. Po 
wystąpieniach przedstawicieli Łódzkiego Towarzy­
stwa Naukowego (ŁTN) i Towarzystwa Przyrodni­
ków im. Kopernika, z którymi również Profesor Fili­

powicz aktywnie współpracował, po wystąpieniach 
JM Rektora i Dziekana W ydziału Lekarskiego o Pro­
fesorze mówili wieloletni współpracownik doc. H en­
ryk Panusz i dr Gerhard Gnauck, wnuk Profesora, ko­
respondent „Die W e lf  ’ w Warszawie. Pierwszy dzie­
lił się wspomnieniami z lat pięćdziesiątych i sześć­
dziesiątych, lat budowy warsztatu badawczego w 
szczególnych warunkach politycznych. Drugi om a­
wiał pozostawione w maszynopisie wspomnienia 
Profesora z lat okupacji obejmujące pracę konspira­
cyjną w laboratorium chemicznym i udział w po­
wstaniu warszawskim. Z Woli na Czerniaków wiódł 
Jego szlak powstańczy.

Bronisław Filipowicz (1904-1988) pracę na­
ukow ą rozpoczął w Zakładzie Chemii Fizjologicznej 
Wydziału Lekarskiego Uniwersytetu Warszawskie­
go kierowanym przez Prof. Stanisława Przyłęckiego 
(por. P ost Biochem  (1989) 35: 205-207). Tamże 
obronił rozprawę doktorską (1933) nt. hydrolizy en­
zymatycznej skrobi. Wyniki rozprawy opublikowane 
były w ówczesnych czołowych czasopismach bio­
chemicznych: Biochemical Journal i Biochemische 
Zeitschrift. W r. 1945 rozpoczyna pracę w Katedrze 
Chemii Ogólnej i Fizjologicznej Wydziału Lekar­
skiego Uniwersytetu Łódzkiego. W r. 1949 z rąk 
prof. Antoniego Dmochowskiego przejmuje kierow ­
nictwo Katedry, która znalazła się wkrótce potem w 
strukturze nowej uczelni, Akademii Medycznej w 
Łodzi. Katedrą tą kieruje do przejścia na emeryturę 
w roku 1974. Przedmiotem Jego zainteresowań i w y ­
konywanych z Jego inspiracji prac doświadczalnych, 
rozpraw doktorskich i habilitacyjnych były kwasy 
nukleinowe i przemiana węglowodanowa. Obok pra­
cy wykładowcy i badacza bardzo ważna była dla n ie­
go działalność popularyzatorska. Wyrazem jej były 
artykuły i książki z dziedziny biochemii, wśród nich 
„Z tajemnic biochemii” i „Chemia i życie” a także 
liczne referaty. Wielu ludzi, znaczących dziś w na­
ukach biologicznych wyznaje, że książki te leżały u 
początków ich fascynacji biologią. Świadectwo takie 
dawało też wielu uczestników tego spotkania. Profe­
sor Bronisław Filipowicz należał do grona człon- 
ków-założycieli Polskiego Towarzystwa Bioche­
micznego i był drugim w jego  historii prezesem 
(1961 -63). Dla środowiska łódzkiego pozostaje obok
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Prof. Antoniego Dmochowskiego jednym  z pionie­
rów biochemii w naszym mieście. W 2001 r. PT 
Bioch ustanowił nagrodę imienia Bronisława Filipo­
wicza przyznawaną co trzy lata. Prof. T. Twardowski 
jest drugim, po prof. Magdalenie Fikus (2001) jej 
laureatem.

Przedłużeniem sesji otwierającej konferencję 
było odsłonięcie wieczorem tablicy ku czci Profeso­
ra ufundowanej przez przyjaciół i uczniów Profesora 
w niedawno oddanym do użytku budynku Instytutu 
Fizjologii i Biochemii UM, a następnego dnia rano 
Msza św. w akademickim kościele św. Teresy.

Sylwetkę i działalność Profesora przybliżały ta­
kże krótkie wprowadzenia przewodniczących po­
szczególnych sesji (C.S. Cierniewski, R. Adamiak, J. 
Bartkowiak, M. Chorąży) i prelegentów a także świa­
dectwa przybyłych córki i syna, dawnych w spółpra­
cowników oraz zaproszonych gości i nadesłane listy. 
Było w tych publicznych wystąpieniach i osobistych 
rozmowach wiele o uznaniu dla roli Profesora, Jego 
wierności przyjaźniom i było wiele o tych cechach 
charakteru, które jednały mu sympatię —  o wrodzo­
nym optymizmie, pogodzie ducha i poczuciu hum o­
ru.

Część naukow ą spotkania otworzył wykład laure­
ata Nagrody im. Bronisława Filipowicza, T. Twar­
dowskiego nt. „RNA: Jak informować społeczeń­
stwo o dynamice zmian konformacyjnych domeny 
a -sarycyny?” poświęcony m.in. analizie funkcji ka­
talitycznej rRNA za pom ocą antysensowych oligo- 
nukleotydów. Licząca około stu miejsc sala okazała 
się zbyt mała by pomieścić pragnących wysłuchać 
referat W. Filipowicza (Bazylea) o interferujących 
RNA (iRNA) regulujących ekspresję genów na po­
ziomie transkrypcji lub poprzez oddziaływania z in­
formacyjnym RNA. Prelegent skupił się przede

wszystkim na mikro iRNA (mi RNA), które odgry­
wają istotną rolę w komórkach eukariotycznych 
m.in. w procesach różnicowania, apoptozy i ulegają 
specyficznie ekspresji w poszczególnych typach ko­
mórek (p. także Król i wsp., P ost Bioch  (2003) 49: 
214-228). Z perspektywy historycznej mechanizmy 
regulacji poprzez RNA były przeczuwane przez Brit- 
tena i Davidsona gdy przed 35 laty formułowali oni 
hipotezę aktywatorowego RNA (Science  (1969) 165: 
349-57). Referat był wygłoszony na zaproszenie 
Centrum Doskonałości Mol Med przy UM w Łodzi. 
Trzy dalsze referaty również dotyczyły RNA. R. 
Adamiak (Poznań) mówił o ostatnich badaniach swe­
go zespołu nad lewoskrętną strukturą helisy RNA - 
analogiczną choć nieidentyczną ze strukturą Z DNA 
(por. także M. Popenda i wsp., N ucleic A cid  Res 
(2004) 32: 4044-54). J. Barciszewski (Poznań) 
przedstawił doświadczenia wykazujące oddziaływa­
nie jonów  Pb(II) z kilkunukleotydową pętlą w struk­
turze dwuniciowego RNA o określonej sekwencji i 
specyficzną hydrolizę łańcucha w obrębie tej pętli. 
Ponieważ występowanie takich pętli jes t możliwe 
m.in. w sekwencjach m RNA człowieka, a działanie 
jonów  Pb(II) jest katalityczne (nazywa się ten kom ­
pleks zymem ołowiowym), reakcja ta może być je d ­
nym z m echanizmów toksyczności ołowiu.

O syntetycznych analogach końca 5 ’ mRNA (t.zw. 
kapu) mówił E. Darżynkiewicz (Warszawa). Syste­
matyczne modyfikacje tej struktury pozwalają z je d ­
nej strony wyjaśnić mechanizmy oddziaływań czyn­
ników białkowych ze strukturą kapu, z drugiej okre­
ślić znaczenie poszczególnych fragmentów struktury 
dla trwałości mRNA. Może to być ważne w biotech­
nologii lub w terapii. Trzy kolejne wystąpienia doty­
czyły syntetycznych oligonukleotydów, w założeniu 
czynników modulujących ekspresję genów. Jednym 
z podstawowych warunków powodzenia tej strategii
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w terapii jest oporność oligonukleotydów na enzymy 
degradujące, które czyhają na nie w drodze do ko­
mórki docelowej. Stąd badania wpływu modyfikacji 
oligonukleotydów na działanie enzymów rozbi­
jających wiązania fosfodiestrowe i trwałość wiązań 
w modelowym płynie ustrojowym jak im  jes t  osocze 
oraz charakterystyka enzymu odpowiedzialnego za 
aktywność 3 ’-egzonukleazy (nukleotydowa pirofos- 
fataza/fosfodiesteraza) były tematami referatów 
Barbary Nawrot i Marii Koziołkiewicz z pracowni 
W.J. Steca (Łódź). W trzecim wystąpieniu przedsta­
wiono syntezę antysensowych oligonukleotydow 
zmodyfikowanych klasterami boru kom plem entar­
nych do fragmentu mRNA kodującego białko IRS-1 
ulegające nadekspresji w nowotworach piersi (A. 
Olejniczak, Z.J. Leśnikowski, Łódź).

Drugi dzień obrad, poświęcony DNA, otworzył 
referat R Borowicza (Warszawa) nt. polskiej metody 
otrzymywania rekombinowanej insuliny ludzkiej 
(Gensulin). W referacie i ożywionej dyskusji po nim 
mówiono zarówno o podstawach technologii jak  i 
meandrach zmagań o uznanie dla tego preparatu. 
Biotechnologię w fazie eksperymentu reprezentował 
jeden z dalszych referatów. J. Szemraj i wsp. (Łódź) 
przedstawili wyniki udanych prób otrzym ywania re- 
kombinowanych białek o właściwościach tromboli- 
tyczno —  przeciwzakrzepowych. Referat (J. Spy­
chała, Chapel Hill) dotyczył regulacji 5 ’ekto-nukle- 
otydazy w raku piersi oraz efektu inhibitora deacety- 
laz histonów, który wpływa na procesy odwrotne do 
progresji nowotworowej. R. Oliński (Bydgoszcz) 
omawiając oksydacyjne uszkodzenia D N A  po­
wstające zarówno w procesie kancerogenezy jak  i w 
zaawansowanej chorobie nowotworowej (por. Gac- 
kowski i wsp. In t J  Cancer (2002) 101: 395-397) 
zwrócił m.in. uwagę na to, że osobnicza podatność 
na reaktywne formy tlenu może wynikać z uw arun­
kowań dziedzicznych -  obniżonej zdolności do na­
prawy DNA. J. Kuśmierek (Warszawa) zajmuje się 
mechanizmami mutacji, o których mówi się rzadziej 
—  mutacji przebiegającej na poziomie substratów. 
Modyfikacji mogą ulegać zasady deoksynukleozy- 
dotrifosforanów (dNTP) i te zmienione zasady (np. 
8 -oksoguanina lub pochodne etenowe) w formie m o­
nomerów są włączane do DNA. Istotnym m echani­
zmem obronnym są enzymy hydrolizujące niektóre 
zmodyfikowane dNTP do dNMP, a więc usuwające 
je  z puli substratów polimeraz DNA. Agnieszka Bar­
toszek (Gdańsk) przedstawiła metodę opartą  o zasto­
sowanie enzymów restrykcyjnych do charakterysty­
ki leku związanego kowalencyjnie z DNA opraco­

waną na przykładzie związków o odmiennej specy­
ficzności: cisplatyny i C C -1065 (Analyt B iochem  
(2003) 313: 53-59). Nowe metody typowania bakte­
rii opracowane przez A. Płucienniczaka i A. M asne­
go (Warszawa) oparte są o różnice w topnieniu po­
szczególnych fragmentów DNA i powielanie tych 
fragmentów za pom ocą łańcuchowej reakcji polime- 
razy (PCR) lub o wydłużanie trawionych określoną 
nukleazą restrykcyjną o takie same oligonukleotydy. 
Obydwie metody {Biotechniques (2001)31: 930-934 
i N ucleic A cid  Res  (2003) 31: e l  14) pozwalają na od­
różnianie blisko spokrewnionych szczepów. Rozpo­
znawaniu przez białka uszkodzeń DNA, po­
wstających zarówno pod wpływem środowiskowych 
czynników genotoksycznych jak  i leków przeciwno- 
wotworowych poświęcił swój referat P. Widłak (Gli­
wice). Znaczenie oddziaływania tych białek z DNA 
może stanowić wstęp do naprawy, ale może też pole­
gać na maskowaniu uszkodzonej sekwencji DNA, 
jak  to ma miejsce w przypadku białka HMGB1 
wiążącego się m.in. z adduktami cisplatyny, ben- 
zo(a)pirenu i aminofluorenu. Ostatni referat (A. B ed­
narek, Łódź) dotyczył charakterystyki powszechnie 
łamliwych miejsc chromosomów, które mają szcze­
gólne znaczenie w procesach kancerogenezy.

Równolegle na konferencji przedstawiono 25 k o ­
munikatów w formie plakatowej, z których wiele 
uzupełniało tematykę referatów. Zorganizowany ad  
hoc konkurs na najlepszy plakat prezentowany przez 
uczestnika w wieku poniżej 35 lat przyniósł w głoso­
waniu powszechnym nagrodę, książkę ufundowaną 
przez firmę Sigma-Aldrich, p. Iwonie Kaweckiej 
(Łódź). Konferencja o dość specjalistycznej tem aty­
ce i kameralna w założeniu cieszyła się dużym zain­
teresowaniem.

Powodzenie konferencji zawdzięczać należy 
wsparciu finansowemu Komitetu Biochemii i B iofi­
zyki PAN, Centrum Doskonałości Mol Med., Doc. 
H.T. Panusza (Łódź) oraz firm: ABO Grażyny Bo- 
reyszy (Gdańsk), Olympus (Warszawa), Kuchar­
czyk, techniki elektroforetyczne (Nadarzyn), P ro­
specta (Warszawa) i Sigma-Aldrich (Poznań). K on­
ferencja odbywała się w gościnnych progach W y­
działu Farmaceutycznego UM.

M arek G niazdowski 
Leszek Sz m igi ero 
Dorota Wilmańska
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Wskazówki 
dla Autorów

W yd a w a n y  przez Polskie Tow arzystw o Biochem iczne kw ar­
talnik „Postępy B iochem ii" publiku je prace p rzeg lądow e  om a­
w ia jące  nowe osiągnięcia, koncepcje i kierunki badaw cze  w  
dz iedzin ie  biochem ii i nauk pokrew nych; publiku je też noty z hi­
storii biochemii, zasady po lsk iego słownictwa b iochem icznego, 
recenzje nadesłanych książek o ra z  sp raw ozdan ia  ze z jazdów , 
konferencji i szkół, w  których b io rą  udz ia ł członkow ie  Towarzy­
stwa.

Prace p rzeznaczone do  pub likac ji w  „Postępach Biochem ii" 
m ogą mieć charakter a rtyku łów  m onograficznych (do 2 0  stron 
tekstu licząc piśm iennictwo i tabele), m inireviews (do 10 stron tek­
stu), o raz krótkich not o najnowszych osiągn ięciach i pog lądach  
(do 5 stron tekstu).

A u to rzy artykułu o d p o w ia d a ją  za  p raw id łow ość i ścisłość 
podaw anych inform acji o ra z  popraw ność cy tow anego  piśmien­
nictwa. U jęcie p rac w inno  być syntetyczne, a p rzedstaw ione za­
gadnien ia  zilustrowane za  pom ocą tabel, rycin: wykresy, schema­
ty, reakcje, w z o ry  i fo togra fie .

W skazany jest p o d z ia ł a rtyku łów  m onograficznych na roz­
dz ia ły  i pod rozdz ia ły , których rzeczow e tytu ły tw orzą  spis treści. 
Zgodn ie  z przy jętą  konwencją rozd z ia ły  noszą cy fry  rzymskie, 
p o d rozdz ia ły  o d p ow ie dn io  rzymskie i arabskie, np. 1-1, 1-2. Po­
prawność log iczna  i stylistyczna tekstu w arunkuje jego jedno­
znaczność i czytelność. A u to rzy  przeto  w inn i unikać składni ob ­
cojęzycznej, g w a ry  labo ra to ry jne j, a ta k ie  og ran iczać  stosowa­
nie doraźn ie  tw orzonych skrótów, naw et jeśli byw a ją  używ ane w  
pracach specjalistycznych. K ażda z nadesłanych do  Redakcji 
prac pod lega  ocenie specja listów  i op racow an iu  redakcyjnemu. 
Redakcja zastrzega sobie m ożliw ość skrócenia tekstu i w p ro w a ­
dzenia zm ian nie w p ływ a ją cych  na treść pracy, deklaru je  też go ­
towość konsultowania tekstu z  Autoram i.

Przekazanie artykułu do  redakcji jest rów noznaczne z 
oświadczeniem , że nadesłana praca  nie była  i nie będzie  pub liko­
w ana w  innym czasopiśm ie, jeżeli zostanie og łoszona w  „Postę­
pach Biochemii". W  przypadku , g d y  Autor(zy) zam ierza(ją ) 
w łączyć do swego artykułu ilustracje pub likow ane przez auto­
rów  prac cytowanych, na leży uzyskać i p rzekazać nam o d p o ­
w iedn ią  zgodę  na przedruk.

Redakcja prosi A utorów  o p r z estrzeg a n ie  następujących  
w sk azów ek  szc ze g ó ło w y ch :

TEKST: prosimy o nadsyłanie dw óch egzem p la rzy  w ydruku 
o raz dyskietki z  tekstem zapisanym  jako * .d o c  w  form acie IBM  
PC. W yd ruk  pow in ien być jednostronny z  lewym  marginesem 
około 4 cm, z  zachow aniem  p o d w ó jn eg o  odstępu m iędzy w ie r­
szami, z  użyciem czcionki A ria l CE 11 lub 12. W  p rzypadku  sto­
sowania w  tekście liter a lfabetu  g reckiego  prosimy o wpisanie 
o łówkiem  na marginesie ich fonetycznego brzm ienia.

Strona informacyjna jest n ienum erow ana, zaw ie ra  im iona i 
nazwisko (a) Autora  (ów), nazw y, adresy, telefony, adresy e-mail 
zak ładów , w  których pracu ją  Autorzy, adres do  korespondencji,

tytuł artykułu w  języku polskim i angielskim  o raz  -  w  p raw ym  do l­
nym rogu: liczbę tabel, rycin, w z o ró w  i fo togra fii o raz  skrócony 
tytuł pracy, zam ieszczany na ok ładce  czasopisma (do 25  zna­
ków).

Strona 1 (tytułowa) zaw ie ra  im iona i nazw iska Autorów , 
tytuł p racy w  języku polskim i angielskim, rzeczow y spis treści też 
w  obu językach, tytu ł naukow y każdego  z  A u to rów  i ich miejsce 
p racy z  adresem pocztow ym  i adresem e-mail o raz w ykaz  stoso­
wanych skrótów w  porządku  alfabetycznym .

Kolejno num erowane dalsze strony obe jm ują  tekst pracy, piś­
m iennictwo, tabele, podp isy  i ob jaśn ienia  rycin, w zo ró w  i fo togra­
fii.

PIŚMIENNICTWO: W yk a z  piśm iennictwa obejm uje prace 
w  kolejności ich cytow ania  w  tekście, zaznacza  się je liczbam i 
porządkow ym i ujętym i w  naw iasy kw adratow e, np. [3, 7, 9 -26 ]. 
O dnośnik i b ib liog ra ficzne  pow inny mieć nową, uproszczoną for­
mę. Sposób cytow ania  czasopism (1), m onografii (2), roz­
dz ia łó w  z  książek jednotom ow ych (3), rozd z ia łó w  z tom ów  serii 
opracow anych p rzez tych samych redakto rów  (4), rozd z ia łó w  z 
tom ów  serii op racow anych  przez różnych redakto rów  (5) wska­
zują poniżej podane  p rzykłady.

1. H i l d e b r a n d t G R ,  A r o n s o n  N  N  (19 8 0 ) Bio- 
chim Biophys A cta  631 : 4 9 9 -5 0 2

2. B o s t o c k  CJ ,  S u m m e r  A T ( 1 9 7 8 )  The Eucary- 
otic Chromosome, Elsevier, N orth -H o lland , Amsterdam

3. N o r b e r t h  T, P i s c a t o r  M  (1979) W : F r i- 
b e r g  L, N o r d b e r g  G F  V o n  V B  (red) Handbook on the 
Toxicology o f Metals. Elsevier, N orth -H o lland , Amsterdam, s. 
541 -5 5 3

4. D e l e j J ,  K e s t e r s K  (1975 ) W : F I o r k i n M , 
S t o t z  E H  (red) Cmprehensive Biochemistry t 29B. Elsevier, 
N orth-H olland, Amsterdam, s. 1-7

5. F r a n k s  NP,  L i e b  W R  (1981) W : K n i g h t  C 
G  (red) Research Monographs In Celi a n d  Tissue Physlology, t. 7. 
Elsevier, N orth-H olland, Amsterdam, s. 2 4 3 -2 7 2

ILUSTRACJE: ryciny pow inny być zap isane na dyskietce 
jako: *.tif, lub *.cdr, lub *.psd, lub *.eps. Fotografie czarno-b ia łe 
(kontrastowe) pow inny być w ykonane na pap ie rze  matowym . Ist­
nieje m ożliwość w ykonan ia  reprodukcji barw nych, a le ich koszty 
ponoszą Autorzy. N a  rycinach nie na leży umieszczać op isów  
słownych, lecz posług iw ać się skrótami. Osie w ykresów  pow inny 
być opa trzone  napisem ła tw o  zrozum iałym . Decyzję o stopniu 
zm niejszenia ryciny podejm uje w yd a w ca . Ilustracji nie na leży 
w łączać  w  tekst maszynopisu, lecz odpow ie dn io  ponum erow ać: 
ryciny noszą cyfry  arabskiej, w zo ry  zaś rzymskie. N a  marginesie 
tekstu na leży zaznaczyć  o łówkiem  preferow ane miejsce umiesz­
czenia ryciny czy w zoru. S łowne objaśnienia znaków  gra ficz­
nych m ożna umieścić w  podpis ie  pod  ryciną, rysunkowe zaś je­
dynie na p lanszy ryciny. Tytuły i ob jaśnienia rycin sporządza się 
w  postaci oddz ie lnego  w ykazu. W yd ruk i ilustracji na leży na od ­
w rocie  podp isać imieniem i nazwiskiem  p ie rw szego z  A u to rów  i 
p ierwszym  słowem tytułu p racy o raz oznaczyć „gó ra -d ó ł" (o łów ­
kiem, na odw rocie ). Ze w zg lędu  na w ew nętrzną  spoistość a rty ­
kułu wskazane jest konstruowanie o ryg ina lnych rycin i zb iorczych 
tabel na podstaw ie  danych z piśm iennictwa.

W yd ru k  i za łączn ik i (w  dwu egzem plarzach) o raz  dyskietkę, 
w łaściw ie  zabezp ieczone  przed uszkodzeniem w  czasie trans­
portu, prosimy przesłać na adres:

Redakcja kw arta ln ika „Postępy Biochem ii"
Polskie Towarzystwo Biochem iczne
ul. Pasteura 3
0 2 -0 9 3  W arszaw a

http://rcin.org.pl



KOMUNIKAT ZARZĄDU GŁÓWNEGO

POLSKIEGO TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO 

Dotyczący składek członkowskich i prenumeraty „Postępów Biochemii” w roku 2005

Składka członkowska w 2005 roku wynosi:
dla Członków rzeczywistych 80.- zł.
dla Członków studentów 40.- zł
w tym roczna prenumerata „Postępów Biochem ii” .

Małżeństwa m ogą opłacać składki w wysokości 80. + 40. = 120 zł.
Członkow ie, którzy opłacą składkę członkow ską do 30 czerw ca 2005, m ają zapew nioną bezpłatną pre­

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

Powyższe zm iany nie dotyczą Członków Honorow ych Towarzystwa.
Natomiast Członkowie-Emeryci -  nadal zwolnieni z opłacania składki członkowskiej -  p łacą  za prenum era­

tę „Postępów B iochem ii” 30.- zł.
Osoby niebędące członkami Towarzystwa m ogąbyc  prenumeratorami „Postępów Biochem ii” . Koszt w 2005 

roku —  100 zł, w tym koszty wysyłki.
Biblioteki p łacą  za prenumeratę  „Postępów Biochemii” w roku 2005 140.- zł. Cena prenumeraty

obejmuje koszty wysyłki.

UWAGA: ZMIANA NUMERÓW KONT 
POLSKIEGO TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO

Składki członkowskie i prenumerata Kwartalnika “Postępy Biochemii” : 
BPH PBK S.A. III Oddz. Warszawa, ul. Krucza 24-26;
Nr 95 1060 0076 0000 4110 5000 0371

Prenumerata Kwartalnika “Acta Biochimica Polonica”: 
BPH PBK S.A. III Oddz. Warszawa, ul. Krucza 24-26;
Nr 35 1060 0076 0000 4110 5000 0384
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