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KILKA SŁÓW OD REDAKTORA DO AUTORÓW

Szanowni Państwo,

Korzystając z przywileju redaktora naczelnego chciałbym podzielić się z Państwem dwoma refleksjami. Pierwsza bardzo optymistyczna, że 
nasze czasopismo nadal ukazuje się drukiem. To jest między innymi zasługą Autorów zaakceptowanych do druku artykułów, którzy w prze­
ważającej liczbie zgadzają się ponosić część kosztów druku artykułów (na 36 artykułów opublikowanych w numerach 1-3 w  2006 roku Autorzy 
26 z nich opłacili "page charges"). Z tym problemem wiążą się Państwa częste prośby bym przesłał określony artykuł w  wersji elektronicznej. 
Jakkolwiek tak powinno być w  przyszłości, w  obecnej chwili nie możemy rozpowszechniać zawartości czasopisma w  tej formie, do momentu 
aż udostępnimy je całkowicie "on-line". Nie nastąpi to jednak szybko. Wyjątek czynimy w  stosunku do Autorów pracujących zagranicą, dla 
których jest to jedyna możliwość otrzymania większej liczby kopii swojego artykułu.

Druga refleksja wiąże się, ze stosowaniem norm językowych, które redakcja stara się konsekwentnie wprowadzać na łamy „Postępów Bio­
chemii". Dlatego poniżej wymieniam niektóre z najczęściej spotykanych odstępstw od norm przyjętych przez redakcję, a w  przyszłości poku­
simy się o skatalogowanie tych odstępstw i podanie obok określeń, które są akceptowane przez redakcję. Przykładowo w  artykułach pojawiają 
się często różne warianty „aminokwasów, motywów, domen, białek konserwowanych ewolucyjnie". Redakcja prosi Autorów o stosowanie 
wyrażenia „sekwencje reszt aminokwasowych, domena, białko o strukturze zachowanej w  ewolucji". Równie często używane są nieprawid­
łowe terminy takie jak: inhibicja (zamiast hamowanie), membrana (zamiast błona), ubikwitynacja (zamiast ubikwitylacja), transdukcja synału 
(zamiast przekazywanie sygnału), ścieżki sygnalne (zamiast szlaki sygnałowe), cytozol (zamiast cytosol), aminokwas ewolucyjnie konserwa­
tywny (zamiat reszta aminokwasowa zachowana w  ewolucji), alternatywny splicing (zamiast różnicowe cięcie i składanie mRNA), nabłonkowy 
czynnik wzrostu (zamiast naskórkowy czynnik wzrostu), ludzkie komórki (zamiast komórki człowieka), drożdżowe białko (zamiast białko z 
drożdży lub białko drożdży), domena N-terminalna (zamiast domena N-końcowa). Jak widać szereg nieprawidłowości wynika z bezpośredniego 
tłumaczenia angielskich wyrażeń na język polski. Redakcja apeluje do przyszłych Autorów o zwrócenie uwagi na poprawność polskiego języka 
naukowego, mając na względzie rolę „Postępów Biochemii" w  procesie kształtowania wiedzy biochemicznej w  naszym społeczeństwie.

Dziękuję za uwagę i zapraszam jak zwykle do lektury naszego czasopisma oraz do częstego odwiedzania naszej strony internetowej pod 
adresem www.postepybiochemii.pl.

Sławomir Pikuła
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W Y D A R Z E N I A  -  O P I N I E  -  K O M E N T A R Z E

Opinia i komentarze do projektu ustawy z 29 maja 2006 r. 
„Prawo o organizmach genetycznie zmodyfikowanych"

Tom asz T w ardow ski

Polska Federacja Biotechnologii, Instytut 
Biochemii Technicznej, Politechnika Łódz­
ka, ul. S tefanow skiego 4/10 , 90-924 Łódź 
e-mail: tw ardow s@ ibch.poznan.pl

G ospodarka i jej rozwój muszą 
opierać się na solidnych podstawach: 
1) naukowych, 2) p raw nych i 3) spo­
łecznych. Fakty naukow e są repro- 
duktyw ne i nie m ogą być ustalane 
poprzez głosowanie. N orm y prawne 
winny opierać się na danych obiek­
tywnych, jednakże są efektem kom ­
promisów, często wynikających z 
przesłanek politycznych. Opinie spo­
łeczne [a w  konsekwencji głosy w y­
borców] są w istotnym  stopniu efek­
tem emocji i różnorodnych działań, 
często [wewnętrznie] sprzecznych.

W przedstaw ionym  projekcie usta­
wy z 29 maja 2006 r. „Prawo o orga­
nizmach genetycznie zmodyfikowa­
nych" jednoznaczny jest negatywny 
stosunek ustaw odaw cy do nowoczes­
nej biotechnologii. Podstaw ow e kon­
kluzje tego dokum entu  zostały bar­
dzo jasno i klarownie sform ułowane i 
można je streścić następująco:

1. Zamknięte użycie GMO jest ak­
ceptowane, jednakże związane jest z 
wieloma restrykcjami.

2. Uwolnienie dośw iadczalne GMO 
do środowiska jest niedopuszczalne.

3. Produkty GM inne niż żywność 
nie będą dostępne na polskim rynku.

4. GM żywność może być tylko 
sprow adzana [im portow ana i właś­
ciwie oznakowana], ale nie produko­
wana czy przetw arzana w  naszym  
kraju.

5. GM pasze nie są akceptowane.
6. Uprawa GM roślin nie jest do­

puszczalna.

Należy jednoznacznie stwierdzić, 
że dokum ent ten ma bardzo duże 
znaczenie dla rozwoju biotechnologii, 
a przez to całej polskiej bioekonomii. 
Przede w szystkim  w  kontekście roz­
woju przem ysłu biotechnologiczne­

go oraz potencjalnego inwestowania 
środków  przez zewnętrznych inwe­
storów. Termin bioekonomia ozna­
cza oparcie rozwoju gospodarki na 
surowcach odnawialnych i w ykorzy­
staniu m etod biologicznych. Polska 
dysponuje całym kompleksowym 
zapleczem dla rozwoju bioekonomii. 
Norm y praw ne mogą ten rozwój sty­
mulować lub zahamować.

Aspekty oceny projektu muszą 
uw zględniać następujące elementy:

— formalne [prawne],
— ekonomiczne:

finanse państwa, 
rozwój gospodarki, 
rynek pracy,

— efekty braku tej normy prawnej.

W ocenie musimy zauważyć za­
rów no POZYTYWNE, jak i NEGA­
TYWNE efekty proponowanej nowej 
ustawy. Jako POZYTYWNE należy 
z pewnością zauważyć: aktualizację 
norm y prawnej i jednoznaczne sfor­
m ułowanie stanowiska Rządu. N ato­
miast jako NEGATYWNE:

— brak zgodności z normami 
praw nym i UE (dyrektywy) oraz kon­
wencjami m iędzynarodowym i (np. 
TRIPS, CBD i BP) i zasadami członko­
stwa w organizacjach m iędzynarodo­
wych (np. WTO),

— brak równości podmiotów — 
proponow any projekt ustawy zdecy­
dowanie dyskryminuje potencjalnych 
użytkow ników  i producentów  GMO,

— w strzym anie rozwoju ważnych 
dziedzin gospodarki narodowej, jak 
np. produkcja biomateriałów czy też 
bioenergetyki,

— straty gospodarki: aktualne, 
związane przykładowo z emigracją 
kadry biotechnologów oraz koniecz­
nością im portu wielu produktów  uzy­
skiwanych z zastosowaniem technik 
inżynierii genetycznej (jak np. pasze, 
horm ony, zestawy diagnostyczne), 
które z powodzeniem  mogłyby być

produkow ane w kraju, z w ykorzysta­
niem rodzimego potencjału kadrow e­
go i gospodarczego; w  przyszłości, 
powstająca obecnie luka technologicz­
na będzie owocować w perspektywie 
jednej generacji; emigracja kadry czy 
też brak rozwijania własnych techno­
logii będą mieć fatalne skutki dla na ­
szej gospodarki.

W kwietniu 2006 r. przyjęto noweli­
zację „ustawy o nasiennictwie", która 
zakazuje w Polsce handlu materiałem 
siewnym genetycznie zm odyfikow a­
nym. Takie uregulowania praw ne są 
sprzeczne z wieloma m iędzynarodo­
wymi aktami prawnymi, jak przykła­
dowo: dyrektywy UE, konwencje np. 
TRIPS i WTO, członkostwa w orga­
nizacjach międzynarodowych, np. w  
OECD.

W przedłożonym projekcie szereg 
proponowanych rozwiązań i stw ier­
dzeń należy uznać za błędne lub po ­
zbawione podstaw. W prow adzanie 
takich założeń do uregulow ań p raw ­
nych będzie skutkować istotnymi 
stratami gospodarczymi.

PRZYKŁADOWO:

N iepraw dą jest, że nowa norm a 
praw na spowoduje utworzenie no ­
wych miejsc pracy. Odwrotnie: bio­
technolodzy, którzy nie m ogą rea ­
lizować swej pracy zawodowej we 
własnym kraju będą emigrować, a 
w  konsekwencji restrykcyjnej norm y 
prawnej firmy nie będą inwestować w  
przemysł biotechnologiczny.

Podane „nowe" miejsca praw ne 
dotyczą administracji i nadzoru, a nie 
rozwoju gospodarki narodowej. Po­
dane dane dotyczące szacunku licz­
by analiz i ich kosztów, jak również 
liczby osób, które będą zaangażow a­
ne przy kontroli, są zdecydowanie 
zaniżone. Z całym naciskiem należy 
podkreślić, że są to nowe miejsca p ra ­
cy nieprodukcyjne, a administracyjne 
i kontrolne.
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Rolnictwo to jest nie tylko pro ­
dukcja artykułów spożywczych oraz 
pasz. Polskie rolnictwo winno stawać 
się bazą surowcową dla bioenergety­
ki (etanol, oleje, biomasa do spalania) 
oraz biomateriałów (biodegradowal- 
ne plastiki, włókna naturalne).

Polska norm a praw na nie może 
być sprzeczna z uregulow aniam i UE. 
Zakaz obrotu nasionam i GM na tere­
nie Polski (art. 57 nowej ustaw y „O 
nasiennictw ie") stanowi naruszenie 
tej zasady. Zakaz upraw y komercyj­
nej roślin GM w Polsce jest również 
naruszeniem  praw a UE (art. 166).

Rolnictwo nie jest ograniczone 
do produkcji roślinnej (jak sugeruje 
analizow any dokum ent). Produkcja 
zw ierzęca m a zasadnicze znaczenie 
nie tylko dla celów konsum pcyj­
nych, ale także przem ysłow ych, w 
tym  produkcji leków, paraleków, 
żyw ności funkcjonalnej czy też o r­
ganów  zastępczych (np. ksenotrans- 
plantacje).

Praw o nie może preferować lub 
dyskrym inow ać określonych grup 
obywateli. Zgodnie z przedłożonym 
projektem aktu prawnego producenci 
GM O są jednoznacznie dyskrymino­
wani poprzez nadm ierną adm inistra­
cję, biurokrację oraz obciążenia finan­
sowe (poprzez opłaty bezpośrednie 
czy też gwarancje zabezpieczenia 
finansowego) (dział V, rozdz. II; art. 
105,130 i sąsiednie).

P roponow ana norm a praw na 
p rak tycznie  uniem ożliw ia p row a­
dzenie  prac dośw iadczalnych w 
o tw artym  środow isku. Tak zatem, 
p ro ponow ane  praw o uniem ożliw ia 
udzielen ie  odpow iedzi na pytanie 
staw iane  przez polityków  jak i spo ­
łeczeństwo: jaki będzie efekt danego 
GM O w naszych, polskich, w a ru n ­
kach środow iskow ych, bow iem  jak 
w ykonać eksperym enty, skoro są 
one n iem ożliw e do realizacji? (dział 
IV).

Przedłożony projekt nie zawiera 
żadnej propozycji rozporządzeń w y­
konawczych.

Konieczne jest jednoznaczne okre­
ślenie krajowego koordynatora za­
gadnień dotyczących GMO.

Polskie norm y praw ne obecnie 
obowiązujące są zgodne z ustaw o­
daw stw em  Unii Europejskiej. W od ­
niesieniu do modyfikacji genetycz­
nych genomu człowieka oraz w spra­
wach dotyczących żywności i środ­
ków farmaceutycznych obowiązują w 
naszym  kraju (jak i w innych krajach 
UE) osobne regulacje prawne.

Przyszły rozwój polskiej biotech­
nologii jest w  zasadniczym stopniu 
uw arunkow any przez norm y praw ­
ne i opinię publiczną [a zatem przez 
wyborców]; postęp naukowy i tech­
niczny — niestety — wydaje się mniej 
istotny w opinii Autorów tej ustawy.

W zgodnej opinii środowiska bio­
technologów koncepcje rozwoju moż­
na sformułować w formie następują­
cych wniosków:

Postęp biotechnologii stw arza 
szansę rozwoju ekonomicznego.

Należy zwrócić uwagę na to, że 
w przypadku biotechnologii nawet 
najbardziej zaawansowane badania 
naukowe są „przekładane" na zw y­
kłe produkty, jak np. farmaceutyki, 
środki piorące czy też artykuły żyw ­
nościowe.

Współczesna biotechnologia w  ży­
ciu codziennym w zbudza am biwa­
lentne odczucia w  społeczeństwie.

W rzeczywistości istnieją zaham o­
wania dotyczące rozwoju przemysłu 
biotechnologicznego spowodowane 
przez moratorium względem  żyw no­
ści zmodyfikowanej genetycznie (GM 
foods), stworzone w państwach Unii 
Europejskiej czy, też dokum enty rzą­

dowe, jak „Ramowe stanowisko Rzą­
du  Polskiego".

W Polsce przemysł biotechnolo­
giczny jest bardzo ograniczony, a 
zatem nie są tworzone miejsca pracy; 
natomiast istnieje duży rynek konsu­
mentów, liczący ok. 38 min. ludzi.

U w arunkow ania zrównoważo­
nego rozwoju biotechnologii można 
sformułować jako pomoc państwa w 
zakresie:

W spomagania innowacyjności (ko­
operacja na linii nauka -  bussines -  prze­
mysł).

Pomocy dla przedsiębiorczości 
(tworzenie małych firm).

Dostępności środków finansowych 
(mechanizmy finansowania typu Initial 
Public Offering -  IPO, Venture Capital 
-  VC, kredyty państwa wspierające po­
wstawanie firm).

Prawa (stabilność norm prawa i mię­
dzynarodowa harmonizacja).

Elastyczności rozwiązań rządo­
wych i praw nych (analiza zagrożeń w 
przeciwstawieniu do zysku społecznego).

Otwartego handlu  i swobody kon­
kurencji (bariery, protekcjonizm, cła).

Aspektów społecznych (odbiór spo­
łeczny, akceptacja innowacyjnych pro­
duktów).

KONKLUDUJĄC:

W procesie formowania prawa 
ważna jest zarów no „litera prawa" jak 
i „duch praw a". Z głębokim przeko­
naniem i ubolewaniem  należy stwier­
dzić, że om awiany projekt ustawy 
nie spełnia zasad dobrej techniki le­
gislacyjnej. Jednocześnie „duch" tego 
projektu jest wyraźnie sprzeczny z 
rozwojem innowacyjnej nauki i tech­
nologii oraz rozwojem gospodarczym 
kraju.

W I A D O M O Ś C I  K R A J O W E

Polska Federacja Biotechnologii
— PFB (prezes — prof. Tomasz Twar­
dowski) odniosła się krytycznie do 
projektu nowej ustawy „Prawo o or­

ganizmach modyfikowanych gene­
tycznie" przedstawionej 30 maja 2006 
r. do konsultacji środowisku nauko­
w em u (w terminie 3 tygodni) przez

M inisterstwo Środowiska. Ostre pro­
testy przeciw zam ierzonym  utrudnie­
niom wobec badań nad i z GMO, eska­
lacji biurokratycznych i kontrolnych
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działań wobec jednostek naukowych 
i badawczych pracujących nad GMO, 
przedstaw iły Rady Wydziałów: Bio­
logii U niwersytetu Warszawskiego 
(19 czerwca 2006 r.) oraz Biologii, Bio­
fizyki i Biotechnologii Uniwersytetu 
Jagiellońskiego (5 lipca 2006 r.).

W listach skierowanych do Mini­
sterstw a Środowiska przez w spo ­
m niane wyżej Rady W ydziałów 
um ieszczony jest protest przeciw 
uzależnieniu  badań  naukow ych od 
decyzji u rzędników  MŚ i obawa, że 
bariery biurokratyczne osłabią poten­
cjał naukow y kraju, a przede w szyst­
kim  dobrze pojętą wolność nauki. 
Projekt w prow adza  zam iar upublicz- 
niania w  Internecie każdego GMO, 
nad  k tórym  pracują naukowcy; grozi 
to u tratą  innowacyjnego charakteru 
badań, pozw oli na sw obodny dostęp 
do zdobyczy intelektualnych kon­
kurencyjnym  grupom  badaw czym  i 
przekreśli możliwość ubiegania się o 
przyznanie  patentów. Projekt ustaw y 
nie dąży do szerzenia w iedzy w spo­
łeczeństwie o GMO i możliwościach 
ich w ykorzystania ani nie zmierza 
do zm niejszenia obaw i niechęci oby­
wateli n ieśw iadom ych znaczenia ho ­
dow lanych i upraw nych  GMO.

Szczegółowe informacje na tem at 
stanow iska prezesa Polskiej Fede­
racji Biotechnologii prof. Tomasza 
Tw ardow skiego zamieszczono na 
stronach 223-224.

Polska Agencja Rozwoju Przedsię­
biorczości (PARP) wspiera młodych, 
przedsiębiorczych ludzi w ich dążeniu 
do rozpoczęcia pracy na własny rachu­
nek, zwłaszcza w dziedzinach związa­
nych z wykorzystaniem nowych tech­
nologii i innowacyjnych wyrobów. 
PARP działa także na rzecz komercja­
lizacji wyników badań prowadzonych 
przez jednostki badawczo-rozwojowe 
i polskie uczelnie oraz powstawania 
przy nich firm odpryskowych tzw. 
spin-off (ustawa z lipca 2005 r.). Rok 
2005 był rokiem intensyfikacji działań 
w  zakresie wspierania rozwoju przed­
siębiorczości akademickiej. PARP 
nawiązała współpracę z Konferencją 
Rektorów Akademickich Szkół Pol­
skich (KRASP) w  zakresie wspierania 
działań mających na celu pobudzenie, 
a następnie rozwój przedsiębiorczości 
w środowisku akademickim. PARP 
zaangażowała się w  prace Instytutu

Społeczeństwa i Wiedzy oraz Fundacji 
Rektorów Polskich nad opracowaniem 
Kodeksu Partnerstwa Nauki i Gospodarki, 
etap I: Regulacje prawne, dobre wzorce, 
praktyki dotyczące korzystania przez pod­
mioty gospodarcze z wyników prac badaw­
czych i innych osiągnięć intelektualnych 
instytucji akademickich i naukowych oraz 
ściśle współpracuje z Ministerstwem 
Gospodarki przy programowaniu sy­
stemowych rozwiązań oraz realizacji 
programów pilotażowych mających 
pobudzić rozwój przedsiębiorczości 
akademickiej.

PARP zleciła przeprowadzenie 
analizy stanu rozwoju przedsiębior­
czości akademickiej w  Polsce, pod 
kątem transferu technologii z uczel­
ni do przemysłu i tworzenia tzw. 
spin-off ów i na jej na zlecenie grupa 
polskich ekspertów opracowała prze­
wodnik po doświadczeniach mię­
dzynarodow ych w zakresie w spiera­
nia innowacyjnej przedsiębiorczości 
akademickiej. PARP patronuje inicja­
tywom  służącym kreowaniu postaw 
przedsiębiorczych wśród studentów 
i pracowników nauki. Jesienią 2005 r. 
PARP uruchomiła portal poświęcony 
zagadnieniom innowacyjności i trans­
ferowi technologii (www.pi.gov.pl). 
Znalazł się w nim także dział poświę­
cony przedsiębiorczości akadem i­
ckiej: Aktualizowana baza inicjatyw 
wspierających rozwój przedsiębior­
czości akademickiej, zawierająca in­
formacje o działaniach podejm owa­
nych przez wybrane uczelnie i orga­
nizacje studenckie dostępne są m.in. 
dane nt. program ów staży i praktyk, 
konkursów na pomysł na 
biznes, czy na najlepszy 
biznes plan, szkoleń z za­
kresu przedsiębiorczości;
Zamknięte forum dys­
kusyjne, adresowane do 
przedstawicieli środowi­
ska akademickiego, słu­
żące wymianie informacji 
i doświadczeń pomiędzy 
organizatorami poszcze­
gólnych inicjatyw, wspól­
nem u poszukiwaniu roz­
wiązań problemów do­
tyczących wsparcia roz­
woju przedsiębiorczości 
akademickiej; Publikacje — w por­
talu prezentowane są w ydawnictwa 
PARP, dotyczące innowacyjności i 
transferu technologii. Ponadto PARP 
ułatwia swoim partnerom  (organiza­

torom inicjatyw służących rozwojowi 
przedsiębiorczości wśród studentów  i 
pracowników nauki) dostęp do opra­
cowań, związanych z zagadnieniem  
przedsiębiorczości akademickiej. Por­
tal Akademia PARP — w w w .aka­
demia, parp.gov.pl — zawiera ofertę 
szkoleń z zakresu przedsiębiorczości.

Program FOCUS subsydia dla mło­
dych uczonych na tworzenie zespołów 
naukowych. FNP zaprasza młodych 
(nie przekroczone 37 lat) badaczy ze 
stopniem doktora uzyskanym  nie 
dawniej niż 6 lat przed rokiem skła­
dania wniosku, o znaczącym dorobku 
naukow ym  w zakresie m odelowania 
matematycznego procesów biologicz­
nych, do zgłaszania w niosków do 
program u FOCUS. Konkurs kierow a­
ny jest do osób prowadzących aktyw ­
ną działalność naukową, osiągających 
znaczące wyniki oraz prowadzących 
od niedawna lub tworzących samo­
dzielny zespół naukowy. FNP oferuje 
laureatom konkursu trzyletnie (z m oż­
liwością prolongaty na kolejne 2 lata) 
subsydia w  wysokości 240 tys. zł (80 
tys. rocznie) obejmujące część stypen­
dialną i część subwencyjną na bada­
nia. Laureaci będą mogli wziąć udział 
w zamkniętym konkursie grantow ym  
na dodatkowe środki na doskonale­
nie warsztatu badawczego (suma na 
granty: 2 min zł). Termin składania 
wniosków: 15 października 2006 r. 
Informacje: www.fnp.org.pl.

Nominacje profesorskie z rąk
Prezydenta RP otrzymali w  dniu  20 
czerwca 2006 r. naukowcy różnych 

specjalności; wym ieniam  
nazwiska profesorów zrze­
szonych w Polskim Towa­
rzystwie Biochemicznym. 
Są to: pani prof. Mirosła­
wa Szczepańska-Konkel 
(Fot. 1) i panowie prof. Je­
rzy Edward Klimek oraz 
Michał Woźniak (Fot. 2) z 
AM w Gdańsku, pan prof. 
Rafał Roman Tarnawski z 
Centrum Onkologii -  O d­
dział w  Gliwicach, pan 
prof. Andrzej Kiejstut Ko- 
nonowicz z Uniwersytetu 
Łódzkiego i pan prof. Ry­

szard Wiktor Stolarski z Uniwersyte­
tu Warszawskiego.

Prezydencka rada ds. Edukacji i 
Badań Naukowych. 18 lipca 2006 r.

Fotografía 1. Profesor Mirosława 
Szczepańska-Konkel.
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w  Pałacu Prezydenckim Prezydent 
Rzeczpospolitej Polskiej Lech Kaczyń­
ski spotkał się z przedstawicielami 
świata nauki. Gośćmi Prezydenta byli 
członkowie Prezydium  Konferencji 
Rektorów Akademickich Szkół Pol­
skich, przedstawiciele PAN oraz Sekcji 
Nauki NSZZ Solidarność. W spotka­
niu wzięli też udział: Minister Nauki 
i Szkolnictwa Wyższego prof. Michał 
Seweryński, oraz Doradca Prezydenta 
RP ds. naukowych prof, dr hab. Mi­
chał Kleiber. W trakcie spotkania Pre­
zydent Lech Kaczyński przypom niał 
zebranym, że zapow iadał wcześniej 
kolejne spotkania poświęcone statu­
sowi nauki i edukacji, zwłaszcza edu ­
kacji wyższej w Polsce i — ujmując za­
gadnienie szerzej — statusowi wiedzy, 
oraz pew nym  wizjom rozwoju kraju. 
Prezydent w  swojej w ypow iedzi uznał 
postęp edukacyjny w  ciągu ostatnich 
siedemnastu lat — w  szczególności 
postęp, jeśli chodzi o scholaryzację 
młodzieży na poziomie ponad m atu ­
ralnym  i wyższym  — za największy 
sukces naszej transformacji, która ma 
słabości (edukacja realizo­
w ana w  ramach w zrostu 
kadry naukowej o niecałe 
50%) i sukcesy (ok. 50% 
młodzieży na studiach).
Z istoty rzeczy musi być 
to związane z proble­
m em  jakości nauczania. 
Przypomniał zebranym, 
że mówił o tym wysiłku 
edukacyjnym wcześniej, 
wracając do tego przy 
kolejnych nominacjach 
profesorskich, ponieważ 
uważa, że jakość edukacji w  ogóle, a 
w szczególności jakość edukacji szkol­
nictwa wyższego w  naszym  kraju w  
roku 2006 i w latach następnych jest 
problem zasadniczym. W trakcie w y­
powiedzi Prezydent poruszył istotę 
statusu wiedzy w  kraju, podnoszącego 
kulturę społeczną i będącego narzę­
dziem rozwoju, i zatrzymał się dłużej 
nad problemem nowym, tj. emigracją 
naukow ą młodych naukowców, za­
uważając, że praca badawcza za gra­
nicą jest przejawem pozytywnym , a 
pow rót naukowca do kraju powinien 
być jednoznaczny z kontynuow aniem  
przez niego satysfakcjonującej pracy 
badawczej, wzmacniającej pozycję i 
konkurencyjność naukow ą jednostki, 
w  której został on zatrudniony. Pozo­
stawanie młodych naukow ców  poza

granicami Polski jest stratą intelektual­
ną. W dalszej części swego wystąpie­
nia Prezydent wyraził swoją gotowość, 
we współpracy z rządem, patronować 
różnym programom pro­
rozwojowym, które mia­
łyby na celu zsumowanie 
wysiłków proedukacyj- 
nych i mających na celu 
rozwój badań naukowych.
Jedno z drugim jest bar­
dzo wyraźnie związane.
Miałyby one również za 
zadanie zachęcanie do 
powrotu tych Polaków, 
którzy opuścili Polskę na 
kilka lat, którzy mają istot­
ne osiągnięcia, w  szczegól­
ności w nauce. Po dyskusji 
z przedstawicielami nauki 
doszło do powołania przy Prezydencie 
Rady ds. Edukacji i Badań Naukowych 
i do ogłoszenia decyzji o objęciu przez 
Prezydenta patronatu nad niezwykle 
uzdolnioną młodzieżą, o cechach „ge- 
nialności", której liczbę szacuje się na 
100-200 osób, oraz zapewnienia, że w 

tej sprawie zostaną podję­
te działania zmierzające do 
opracowania form instytu­
cjonalnych patronatu.

Projekt ScanBalt. Jed­
nym z głównych i najbar­
dziej zaawansowanych 
projektów organizacji 
ScanBalt jest program o 
nazwie ScanBalt Campus 
(SBC), rozpoczęty oficjal­
nie na spotkaniu 14 czerw­
ca 2005 r. w  Lund. Ma on 
na celu utworzenie mode­

lowej dla Europy, ponadnarodowej i 
transsektorowej instytucji integrującej 
edukację, badania naukowe, innowa­
cyjność i transfer technologii w  zakre­
sie szeroko rozumianych nauk biolo­
gicznych, z udziałem uniwersytetów, 
instytutów naukowych, firm i szpitali 
oraz władz samorządowych. Program 
SBC jest w  pełni zgodny z postulatami 
Deklaracji Bolońskiej i ma na celu pod­
niesienie konkurencyjności bioregionu 
ScanBalt. Projekt, w  którym aktualnie 
uczestniczy 32 partnerów, kierowa­
ny jest przez Radę Projektu (ScanBalt 
Campus Board) w  składzie: Bo Samue- 
lsson — przewodniczący (Uniwersytet 
w  Goeteborgu, Szwecja), Borge Dide- 
richsen — wiceprzewodniczący (Novo 
Nordisk, Dania), Horst Klinkmann 
(BioCon Valley, Niemcy), Valdis Pi-

rags (Uniwersytet Łotwy) i Wiesław  
Makarewicz (Fot. 3) (AM w  Gdańsku). 
Budżet projektu w jego wstępnej fazie 
wynosi ok. 800 000 euro, a wsparcia 

finansowego udziela Ko­
misja Europejska za po­
średnictwem programu 
INTERREG III. Ambicją 
twórców program u jest 
stworzenie w  bioregio- 
nie ScanBalt nowej ja­
kościowo struktury, po­
zwalającej na skuteczne 
integrowanie wiedzy w 
zakresie szeroko rozu­
mianych nauk biologicz­
nych, poczynając od idei 
aż po wprowadzenie 
końcowego produktu na 
rynek. Jest to próba prze­

zwyciężenia, zakorzenionej w tradycji 
renomowanych europejskich pań­
stwowych uniwersytetów, tendencji 
do izolacji, niechęci do współpracy, a 
szczególnie braku otwartości na kon­
takty z firmami wdrażającymi nowo­
czesne technologie, szpitalami i insty­
tutami naukowymi. Przygotowywane 
są wspólne programy kształcenia na 
poziomie studiów 11° (studia magister­
skie) i IIP (studia doktoranckie), opa­
rte na mobilności kadry i studentów. 
ScanBalt Campus, promując interdy­
scyplinarność i przełamując sektoro­
we podziały, daje szansę na tworzenie 
w arunków  sprzyjających zwiększeniu 
nakładów finansowych na naukę i 
rozwój oraz do poprawy konkurencyj­
ności bioregionu ScanBalt w globalnej 
gospodarce. Projekt ScanBalt Campus 
ma strukturę macierzy i budowany 
jest oddolnie. Jego główną oś stanowią 
tzw. Centra (Sieci) Wiedzy (Knowledge 
Networks) posiadające swego koordy­
natora: Biotechnologia Środowiskowa 
(Environmental Biotechnology) — ko­
ordynatorami są Chalmers University 
of Technology i Goeteborg University, 
Szwecja. Osoba do kontaktu: Katarina 
Gardfeldt; Diagnostyka Molekularna 
(Molecular Diagnostics) — koordyna­
torem jest Międzyuczelniany Wydział 
Biotechnologii UG-AMG. Osoba do 
kontaktu: Ewa Łojkowska (lojkow- 
ska@biotech.univ .gda.pl); Medycyna 
Regeneracyjna (Regenerative Medici- 
ne) — koordynatorami są: University 
of Rostock i BioConValley, Niemcy. 
Osoba do kontaktu: Gustav Steinhoff; 
Biologia Informacyjna (Informational 
Biology) — koordynatorem jest Abo

226 ww w .postepybiochem ii.pl

Fotografía 2. Profesor Michał 
Woźniak.
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Akademi w Turku, Finlandia. Osoba 
do kontaktu: Mark Johnson); Proceso­
rowa Technologia Analityczna (Process 
Analytical Technology [PAT]) — koor­
dynatorem jest Linköping University 
w Szwecji. Osoba do kontaktu: Carl- 
Fredrik Mandenius; Własność Intelek­
tualna i Bioprzedsiębiorczość (Intellec­
tual Property & Bio-entrepreneurship)
— koordynatorem jest Chalmers Uni­
versity of Technology w Goeteborgu, 
Szwecja. Osoba do kontaktu: Bo Hei- 
den; Bałtycka Szkoła Przedsiębiorczo­
ści (Baltic Entrepreneurship Training)
— koordynatorem jest International 
Enterpreneurship Center w  Rostoku, 
Niemcy. Osoba do kontaktu: Christoph 
Diensberg; Kształcenie Menedżerów 
dla Bioprzemysłu Przyszłości (Educa­
tion and Training of Leaders for the 
Life Science Industry of the Future)
— koordynatorem jest Copenhagen 
Business School, Dania. Osoba do kon­
taktu: Jan Annerstedt. Lista Centrów 
Wiedzy może być rozszerzona po zgło­
szeniu nowych inicjatyw obejmujących 
inne dziedziny wiedzy. Środowisko 
naukowe Trójmiasta zamierza w  pro­
jekcie ScanBalt Campus zaoferować 
swoją ekspertyzę i szerokie kontakty 
międzynarodowe w zakresie diagno­
styki molekularnej. Jednostką koor­
dynującą ScanBalt Knowledge Ne­
twork on Molecular Diagnostics jest 
Międzyuczelniany Wydział Biotech­
nologii Uniwersytetu oraz Akademii 
Medycznej w  Gdańsku i aktualnie 
jego zespoły badawcze zaangażowane 
są w  obecnej pilotowej fazie w  przy­
gotowanie wstępnych założeń tego 
przedsięwzięcia. Projekt stanowi kon­
tynuację i równocześnie rozwinięcie 
współpracy międzynarodowej reali­
zowanej w  ostatnich latach w ramach 
Centrum Doskonałości BioMoBiL. 
Jego zadaniem jest przede wszystkim 
opracowanie nowatorskiego systemu 
kształcenia studentów i praktyków 
w zakresie diagnostyki molekularnej, 
m.in. nowotworów człowieka i chorób 
zakaźnych, w  tym chorób wirusowych 
u ludzi i zwierząt, diagnostyki chorób 
roślin, identyfikacji i różnicowania pa­
togenów roślin. Do udziału w  projekcie 
zaprasza się także wszystkie te jednost­
ki, zakłady i kliniki, które rozwijają i 
wykorzystują w  praktyce diagnostykę 
molekularną. O ile udałoby się pozy­
skać dalsze finansowanie już na etapie 
realizacyjnym, projektowana jest orga­
nizacja studiów II stopnia, magister­

skich, w  zakresie diagnostyki moleku­
larnej oraz licznych specjalistycznych 
kursów podyplomowych w  szerokiej 
współpracy międzynarodowej (wg ar­
tykułu prof. W. Makarewicza).

Krajowe stypendia wyjazdowe — 
2006 r. W piątej edycji konkursu przy ­
znano 11 stypendiów umożliwiających 
wyjazd na staż w  innej niż macierzy­
sta placówce badawczej. Otrzymali je 
(w naukach przyrodniczych): dr Ewa 
Brucka-Jastrzębska z Wydziału Nauk 
Przyrodniczych Uniwersytetu Szcze­
cińskiego na staż na Wydziale Biologii 
i Ochrony Środowiska UL; dr Artur 
Goławski z Wydziału Rolniczego 
Akademii Podlaskiej w Siedlcach na 
staż w Zakładzie Ekologii Behawioral­
nej UAM; dr Zbigniew Kasprzykow- 
ski z Wydziału Rolniczego Akademii 
Podlaskiej w  Siedlcach na staż w  Ka­
tedrze Ekologii i Zoologii Kręgowców 
Uniwersytetu Gdańskiego; dr Marcin 
Palusiak z Wydziału Fizyki i Chemii 
UL na staż w  Instytucie Chemii Uni­
wersytetu Warszawskiego; dr Piotr 
Przybylski z Wydziału Chemii UAM 
na staż na Wydziale Technologii i 
Inżynierii Chemicznej Politechniki 
Szczecińskiej; dr Justyna Rosicka- 
Kaczmarek z Wydziału Biotechnologii 
i N auk o Żywności PŁ na staż na Wy­
dziale Biochemii i Biologii Molekular­
nej Uniwersytetu Wrocławskiego.

Stypendia Zagraniczne Dla Mło­
dych Doktorów. W siedemnastej edy­
cji tego konkursu, rozstrzygniętej w 
czerwcu 2006 r., przyznano 19 stypen­
diów. Otrzymali je: dr Tomasz Czy- 
szanowski z Instytutu Fizyki PŁ na 
roczny staż w Department of Applied 
Physics and Photonics, Vrije Universi- 
teit Brussels (Belgia), podczas którego 
zajmie się optymalizacją laserów pół­
przewodnikowych z kryształem foto- 
nicznym; dr Anna Dubiec z Zakładu 
Ornitologii PAN w Gdańsku na roczny 
staż w  Department of Organismic and 
Evolutionary Biology, Harvard Uni­
versity w  Cambridge (USA), gdzie bę­
dzie realizować badania dotyczące roli 
genów głównego układu zgodności 
tkankowej (MHC) w wyborze partne­
ra u ptaków na przykładzie dziwonii 
ogrodowej; dr Dorota Dworakowska z 
Instytutu Chorób Wewnętrznych AM 
w Gdańsku na roczny staż w Barts and 
the London, Queen Mary's School of 
Medicine and Dentistry w Londynie 
(Wielka Brytania), który wykorzysta

na badania zaburzeń regulacji cyklu 
komórkowego oraz apoptozy komó­
rek nowotworowych we wczesnych 
etapach onkogenezy; dr Bartłomiej 
Dybiec z Wydziału Fizyki, Astrono­
mii i Informatyki Stosowanej UJ na 
półroczny staż w  Niels Bohr Institute 
Center for Models of Life, University of 
Copenhagen (Dania), który poświęco­
ny będzie badaniom struktury sieci (w 
rozumieniu oddziaływań społecznych 
i technologicznych) jako możliwego 
medium przenoszącego epidemie; dr 
Ewelina Knapska z Instytutu Biologii 
Doświadczalnej PAN w Warszawie na 
roczny staż w Department of Psycho­
logy, University of Michigan w  Ann 
Arbor (USA), który ma wykorzystać 
na zbadanie znaczenia poszczególnych 
części ciała migdałowatego w kontrolo­
waniu emocjonalnych zachowań zwie­
rząt; dr Ireneusz Kownacki z Wydziału 
Chemii UAM na roczny staż; w  Fach­
bereich Chemie, Universität D ortm und 
(Niemcy), który poświęci badaniom 
przemian nienasyconych związków or­
ganicznych zachodzących z udziałem 
związków krzemu oraz tlenku węgla, 
katalizowanych siloksylowymi kom ­
pleksami rodu i irydu; dr Piotr Lesiak 
z Wydziału Fizyki Politechniki W ar­
szawskiej na półroczny staż w  Liquid 
Crystal Institute, Kent State University 
(USA), który będzie poświęcony bada­
niom materiałów ciekłokrystalicznych 
i polimerowych służących znalezieniu 
struktury charakteryzującej się ujem­
nym  współczynnikiem załamania dla 
światła widzialnego; dr Damian Pla- 
żuk z Instytutu Chemii UL na roczny 
staż w Ecole Nationale Supérieure de 
Chemie de Paris (Francja), gdzie za­
mierza przeprowadzić syntezę oraz 
badania biochemiczne metaloorganicz­
nych analogów leków przeciwnowo- 
tworowych; dr Katarzyna Radwańska 
z Instytutu Biologii Doświadczalnej 
PAN w Warszawie na roczny staż w 
Institute of Psychiatry, King's College 
London (Wielka Brytania), który po­
święci badaniom molekularnego pod ­
łoża powstawania pamięci u  myszy 
ze zmutowanym genem kodującym 
kinazę białkową zależną od wapnia i 
kalmoduliny; dr Joanna Rutkowska 
z Instytutu Nauk o Środowisku UJ na 
roczny staż w Department of Ecology 
and Evolutionary Biology, Universi­
ty of Arizona (USA), podczas którego 
będzie badać bezpośredni mechanizm 
determinujący płeć potomstwa u p ta ­
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ków pod wpływem czynników ekolo­
gicznych; dr Katarzyna Smolarz z Wy­
działu Biologii, Geografii i Oceanogra­
fii Uniwersytetu Gdańskiego na roczny 
staż w  Sodertóm University College w 
H uddinge (Szwe­
cja), gdzie będzie 
prowadzić badania 
dotyczące analizy 
i oceny zagrożeń 
związanych z za­
n ie c z y s z c z e n ie m  
południowego i 
północnego Bałtyku 
na przykładzie mor­
skich małży. Stypen­
dium  finansowane z 
przekazanych FNP środków funduszu 
„Maria Skłodowska-Curie Joint Fund 
II"; dr Piotr Zarzycki z Instytutu Kata­
lizy i Fizykochemii Powierzchni PAN 
w  Krakowie (filia w Lublinie) na rocz­
ny staż w  College of Chemistry, Uni­
versity of California w Berkeley (USA), 
który poświęcony będzie projektowi 
dotyczącemu mechanizmu i kinetyki 
procesów powierzchniowych zacho­
dzących na granicy faz: tlenek m etalu/ 
roztwór elektrolitu.

W trakcie uroczystości wręczona 
została również Nagroda im. Artura 
Rojszczyka przyznawana przez Klub 
Stypendystów Zagranicznych FNP,
zrzeszający stypendystów z lat ubie­

głych. Jej laureatką jest dr Ewa Kocój
(Fot. 4) z Instytutu Etnologii i Antro­
pologii Kulturowej oraz Instytutu Fi­
lologii Romańskiej UJ.

W Gdańsku, 11 maja b.r. otwarto 
14th International 
Student's Scientific 
Conference. Wykład 
p.t. „H um an genetic 
disease: a challenge 
for molecular bio­
logy and medicine" 
poświęcony pamięci 
prof. W łodzimie­
rza Mozołowskiego 
p r o w a ­
dził prof.

Grzegorz W ęgrzyn z UG.

Prof. Louis J. Ignarro 
(Fot. 5), laureat Nagrody 
Nobla w dziedzinie m e­
dycyny i fizjologii z 1998 
roku, był gościem Aka­
demii Medycznej w  W ar­
szawie w dniu  29 maja 
b.r. na zaproszenie JM 
Rektora. W ykład Profeso­
ra, wyjaśniający działanie 
tlenku azotu, połączony 
z prezentacją m ultim edialną, po ­
przedziło słowo Jego Magnificencji 
Rektora AM, prof. Leszka Pączka i 
Dziekana W ydziału Kształcenia Po­

dyplom owego, prof. Zdzisława Ga- 
cionga. W yrazem niezwykłego sza­
cunku, którym  Akadem ia M edyczna 
w W arszawie darzy Profesora Louisa 
J. Ignarro było wręczenie Mu M edalu 
im. dr Tytusa Chałubińskiego. Jest to 
odznaka, którą Akadem ia M edyczna 
obdarza najbardziej zasłużone dla 
Uczelni osoby.

Uniwersytet Szczeciński, w dniu 
26 czerwca b.r. nadał tytuł doktora 
honoris causa prof. Andrzejowi Le- 
gockiemu, w ybitnem u chemikowi 
i biologowi, aktualnem u Prezesowi 
PAN. Prowadzi On badania nad ge­

nami roślin, przyczynił się 
do wyjaśnienia mechani­
zm u reakcji roślin na stres 
biotyczny, opracował szcze­
pionki pokarm owe opar­
te o rośliny transgeniczne. 
Promotorem przew odu był 
prof. Jan Kępczyński z Ka­
tedry Fizjologii i Biotechno­
logii Roślin W ydziału Przy­
rodniczego US. Dyplom dhc 
odczytał dziekan Wydziału 
prof. Ryszard Borówka, a 
tytuł nadał prof. W aldemar 
Tarczyński, Rektor US.

pod redakcją 
Teresy W esołow skiej

Komunikat Zarządów Oddziałów Warszawskich 
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego i Polskiego 

Towarzystwa Biologii Komórki

Celem większej integracji warszawskiego środowiska naukowego biologii eksperymentalnej proponujem y organi­
zow anie wspólnych mini-sympozjów. Planujemy organizować je w  soboty, 3-4 razy w  roku akademickim 2006/2007. 
Prosimy o zgłaszanie sugestii tematycznych i / lu b  chęci wygłoszenia wykładów. Liczymy na współpracę z Państwa 
strony.

Z pozdrowieniami, w  imieniu Zarządów PTBK i PTBioch:

H anna Fabczak, e-mail: hannafab@nencki.gov.pl 
Barbara Zabłocka, e-mail: zablocka@cmdik.pan.pl
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Fotografia 5. Prof. Louis J. 
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Struktura DNA od A do Z — biologiczne 
implikacje różnorodności strukturalnej DNA

STRESZCZENIE

Kwas deoksyrybonukleinowy jest biopolimerem zbudowanym z czterech nukleotydów, 
najczęściej występującym w dwuniciowej postaci helikalnej. Jego struktura oparta jest 

na oddziaływaniach pom iędzy komplementarnymi zasadami. Najtrwalsza i dominująca 
in vivo  jest prawoskrętna struktura B-DNA, jednak w  określonych warunkach dwunicio- 
w y DN A może przybierać różne inne formy zarówno prawo- jak i lewoskrętne (A-DNA, 
Z-DNA, P-DNA). W ystępowanie itt v ivo  DN A w  postaci struktur wieloniciowych (trypleks, 
tetrapleks) i wyjaśnienie funkcji biologicznych takich form są przedmiotem intensywnych  
badań.

WPROWADZENIE

Upłynęło pół wieku od chwili zaproponow ania przez Watsona i Cricka struk­
tury podwójnej helisy DNA [1]. W konkluzji pracy opisującej model podwójnej 
helisy Watson i Crick napisali: „nie uszło naszej uwadze, że zaproponowane przez nas 
specyficzne parowanie (zasad nukleinowych) sugeruje możliwy mechanizm kopiowania 
informacji genetycznej" (Nature 1953). Dziś nie sposób przecenić znaczenia tego 
odkrycia i m ożna uznać, że jego wielkim ukoronowaniem  było zsekwencjono- 
wanie genomu człowieka w roku 2002 [2].

Celem niniejszej pracy jest przedstawienie różnorodnych struktur, jakie mogą 
tworzyć łańcuchy DNA w warunkach in vitro i in vivo, w  zależności od sekwencji 
oraz od właściwości środowiska takich jak pH  i siła jonowa roztworu, obecność 
jonów metali, obecność innych małych cząsteczek organicznych oraz oddziały­
wania z innymi biomolekułami oraz pokazanie konsekwencji biologicznych w y­
stępowania niektórych spośród tych struktur.

STRUKTURY DWUNICIOWE

W zaproponow anym  przez Watsona i Cricka w 1953 roku kanonicznym 
modelu podwójnej helisy (B-DNA) (Rye. 1), dw a łańcuchy polinukleotydowe 
oddziałują ze sobą poprzez wiązania w odorow e typu Watsona -  Cricka wystę­

pujące pomiędzy zasadami tworzą­
cymi kom plem entarne pary (Ryc. 
1A). Specyficzność parowania za­
sad stanowi podstawę rozpoznania 
molekularnego w  obszarze kwasów 
nukleinowych. Struktury dwunicio- 
we są stosunkowo dobrze poznane 
i literatura na ich temat jest wyczer­
pująca [3],

Rycina IB i 1C przedstawia formy 
kanoniczne B-DNA, A-DNA i Z-DNA
i pozwala prześledzić najważniejsze 
różnice pom iędzy tymi strukturami. 
Dwa helikalne łańcuchy polinukleo­
tydowe oplatają wspólną oś i biegną 
w przeciwnych kierunkach (anty- 
równolegle: 3'—»S'/S'—»3'). Płaszczy­
zny zasad w B-DNA są prostopadłe 
do osi helisy a płaszczyzny pier­
ścieni cukrów są ułożone wokół osi 
helisy i opłaszczają zasady. Zasady 
purynow e i pirym idynowe znajdują 
się w ew nątrz a grupy fosforanowe 
i reszty deoksyrybozy na zewnątrz

Małgorzata Bukowiecka- 
Matusiak1 

Lucyna A. Woźniak12'

’Zakład Chem ii Bioorganicz­
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Słowa kluczowe: DNA, struk tu ra , konform a­
cja, dupleks, trypleks, tetrapleks

Wykaz stosowanych skrótów: c-myc — czyn­
nik transkrypcyjny; ZDRs — regiony tw orzące 
Z-D NA; CSFI (ang. colony stimulating factor) — 
czynnik stym ulujący w zrost kolonii; NFI (ang. 
nuclear factor-I) — czynnik jądrow y; H IF -la  
(ang. hypoxia inducible factor-1) — czynnik tran ­
skrypcyjny; m X R N lp  (ang. mouse cytoplasmic 
exoribonuclease) — cy top lazm atyczna egzory- 
bonukleaza m yszy; VEGF (ang. vascular endo­
thelial growth factor) — śródbłonkow y czynnik 
w zrostu  naczyń; PDGF-A (ang. platelet-derived 
growth factor A) — czynnik w zrostow y pocho­
dzenia p ły tkow ego A
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Rycina 1. (A) Oddziaływania wodorowe Watsona-Cricka 
i modele kanonicznych form B-DNA i A-DNA oraz Z- 
DNA. (B) widok wzdłuż osi helisy z wyraźnymi rowkami 
dużym (M-major groove ang). i małym (m-minor groove- 
ang.). (C) widok z góry, w środku widoczne układające 
sie zasady otoczone szkieletem fosforanowo-cukrowvm.
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Rycina 2. Skrajne konformacje wiązania glikozydowego i reszt cukrowych C3'- 
endo oraz C2'-endo.

helisy. Przyczyną znaczących różnic pomiędzy struktura­
mi A-D N A  oraz B-DNA jest różna konformacja reszt cukro­
w ych (Ryc. 2). W przypadku struktury  A-D NA  węgiel C-3' 
deoksyrybozy znajduje się poza płaszczyzną pierścienia 
furanozowego, przyjmując konformację C3'-endo (Typu N). 
N atom iast w  dwuniciowym  DNA o strukturze B-DNA poza 
płaszczyzną znajduje się atom węgla C2', tworząc konfor­
mację C2'-endo (Typu S). Różnica w konformacji pierścienia 
furanozy w A-DNA i B-DNA prow adzi w konsekwencji do 
różnych odległości pomiędzy sąsiadującymi resztami fo­
sforanowymi, które wynoszą odpowiednio 5.9 A w A-DNA  
oraz 7.0 Á w B-DNA.

Helisa A-D NA  jest bardziej zwarta i szersza w  stosunku 
do B-DNA  a pary zasad ulegają odchyleniu średnio o 20° 
od osi, natomiast zasady przesunięte są względem siebie 
średnio o 30-32°. W helisie typu A-DNA  obserwuje się zanik 
małego rowka, ponieważ grupy fosforanowe wiążą znacz­
nie mniej cząsteczek wody niż w  helisie B-DNA. Badania 
rentgenostrukturalne A-DNA  wykazały dużą różnorodność 
konformacyjną i strukturalną (rozmiary bruzd, nachylenie 
w zględem  osi helisy, kąt przesunięcia zasad), zależną od 
sekwencji oraz długości badanych oligonukleotydów. Pyta­
nie, czy istnieje możliwość równoczesnego występowania 
różnych form helikalnych in vivo stanowi jedno z bardziej 
istotnych zagadnień biologii molekularnej. Struktura A- 
DNA, podobnie jak kanoniczna struktura B-DNA, nie jest 
ograniczona ani uprzywilejowana sekwencyjnie. Istnieje 
szereg dow odów  na możliwość interkonwersji A- i B-DNA 
w  w arunkach in vitro. Zarówno badania NMR jak i analiza 
rentgenostrukturalna wskazują na możliwość w ystępow a­
nia połączeń A-B DNA, np. we fragmentach Okazaki, gdzie 
takie zmiany struktury dwuniciowego DNA powodują 
znaczące zagięcie helisy przy zachowaniu efektywnych 
oddziaływ ań warstwowych [4]. Analogiczne właściwości 
strukturalne jak A-DNA  wykazują dwuniciowe obszary 
RNA oraz hybrydy DNA-RNA. W prowadzenie niektórych 
modyfikacji wiązań internukleotydowych (np. metanofo- 
sfonianowych) oraz modyfikacji pierścienia cukrowego (np. 
pochodne 2'-OMe rybonukleozydowe, lub 2'-NH -2'-deoksyry- 
bonukleozydowe) do jednego z łańcuchów może prowadzić 
do utw orzenia z komplementarnymi nićmi DNA hybrydo­
wych dupleksów  wykazujących cechy strukturalne dw uni­
ciowego A-DNA  [5].

W arunkiem  koniecznym dla utworzenia formy lewo- 
skrętnej Z-DNA  jest występowanie powtarzalnych traktów 
dinukleotydow ych purynowo — pirymidynowych (CG, 
GC, AT itd.), które wymuszają lewoskrętność helisy oraz 
pow odują zróżnicowanie konformacyjne pierścieni cu­
krowych (Ryc. 1), przyjmujących konformację zbliżoną do 
C3'-endo dla pierścieni połączonych z purynam i i C2'-endo 
dla pierścieni połączonych z pirymidynami. W przypadku 
s truk tur A-D NA  i B-DNA, wszystkie wiązania glikozydowe

w zdłuż łańcucha oligonukleotydu przyjmują konforma­
cję anty, czyli zasady ułożone są na zewnątrz od pierście­
nia cukrowego (kąt rotacji średnio y 210°), co minimalizuje 
oddziaływania steryczne, natomiast w  strukturze Z-DNA  
wiązanie glikozydowe ma konformację anty w  2'-deoksycy- 
tydynie i tymidynie (kąt rotacji średnio \  208°) oraz syn w 
2'-deoksyguanozynie, której pierścień guaninowy położony 
jest ponad pierścieniem 2'-deoksyrybozy (kąt rotacji średnio 
X 67°). S truktury Z-DNA  wymagają odpowiednio wysokie­
go stężenia jonów metali dwuwartościowych (Mg2+, Zn2+) 
lub jednowartościowych (Na+), których funkcja polega na 
zminimalizowaniu odpychających oddziaływ ań elektrosta­
tycznych pom iędzy fosforanami szkieletu helisy. Stabiliza­
cja Z-DNA  w  roztworze zależy od mocy jonowej roztworu 
i maleje w kierunku: sperm ina4+>sperm idyna3+>Mg2+>Na+. 
Warto zwrócić uwagę, że w przypadku Z-DNA  zasady nu ­
kleinowe są znacznie bardziej odsłonięte na działanie roz­
puszczalnika i oddziaływania z innymi biomolekułami, 
niż w  B-DNA (Ryc. 3). Odkrycie in vivo konwersji B-DNA 
do Z-DNA  oraz dowód, że w przemianie tej zużyw ana jest 
energia ujemnie superhelikalnego DNA wskazuje, że struk­
tura Z-DNA  jest wysokoenergetycznym konformerem DNA 
uczestniczącym w procesach biologicznych [6,7,8].

W końcu lat osiemdziesiątych w ykazano min., że prawo- 
skrętna forma B i lewoskrętna forma Z występują w rów ­
now adze w  plazm idowym  DNA Escheńchia coli. Położenie 
równowagi jest uzależnione od długości sekwencji podle­
gających przem ianom  B do Z. W E. coli, Z-DNA  tworzy się 
bez udziału czynników zewnętrznych, ale ilość konforme- 
ru Z-DNA  wzrasta podczas transkrypcji. Zaobserwowano 
wzrost jego stężenia pod w pływ em  mutacji inaktywujących 
topoizomerazę I [9], W chwili obecnej znanych jest szereg 
sekwencji podlegających interkonwersji B do Z lub istnieją­
cych w postaci struktur lewoskrętnych m. in. w 22 chromo­
somie człowieka w tzw. regionach tworzących Z-DNA  [10].

W latach dziewięćdziesiątych opisano w ystępowanie le- 
woskrętnego DNA w kompleksach z białkami: ZaADARI 
człowieka [11] oraz ZDAM myszy [12]. W komórkach ssa­
ków występuje kompleks BAF regulujący poziom ekspre­
sji ponad 80 genów w wyniku modyfikacji struktury chro- 
matyny. Wykazano, że mechanizm tej regulacji polega na 
utw orzeniu kompleksów pom iędzy białkami NFI/CTF z 
odpow iednim  prom otorem  CSF1, którego aktywacja prze­
biega poprzez utworzenie Z-DNA  pod w pływ em  kom plek­
su BAF. Tak więc w  zaproponow anym  modelu, kompleks 
BAF kontroluje przejście B-DNA do Z-DNA, która to zmiana

Rycina 3. Izomery Z-DNA występujące w postaci szeregu zbliżonych struktur 
(oznaczonych Z, i Z„) o zróżnicowanych konformacjach, które w różny sposób 
oddziałują z cząsteczkami wody lub jonami metali. Dla porównania pokazano 
strukturę B-DNA (B). Więcej danych można znaleźć na stronach www: DNAHeli- 
cal Conformation Image Library of Biological Macromoleucles, IMB Jena, h t tp : / /  
www.imb-jena.de/ImgLibDoc/nana/IMAGE_NANA. html.
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konformacji DNA powoduje stabilizację struktury chroma- 
tyny na promotorze CSF1 [13]. W ykazano również, że N-ko­
niec (Z £3L) białka E3L odpowiedzialnego za letalność myszy 
zainfekowanych wirusem  krowianki ma strukturę podob­
ną do rodziny Z a białek wiążących Z-DNA. Jednocześnie 
wykazano, że mutacje obniżające powinowactwo E3L do 
Z-DNA  mogą powodować obniżenie patogenności wirusa 
krowianki oraz innych wirusów  z grupy paxovirus w  sto­
sunku do różnych organizmów i stanowić interesujący cel 
do poszukiwania leków sekwencyjnie zależnych przeciw 
poszczepiennym postaciom ospy [14].

Pomimo swoich rozmiarów i złożonej budowy, łańcuch 
DNA jest strukturą dynamiczną i podlegającą in vivo róż­
norodnym  przem ianom  topologicznym. W procesach bio­
logicznych zachodzących w jądrze komórkowym dwuni- 
ciowy DNA ulega rozplataniu m.in. w procesach replikacji 
i transkrypcji, zachodzącym pod w pływ em  gyraz i topoi- 
zom eraz [15] oraz ponow nem u utworzeniu struktury dwu- 
niciowej helisy. W czasie tych procesów lokalne zmiany 
strukturalne mogą być bardzo znaczące i związane są z od ­
wracalnym rozciąganiem (ang. stretching), zginaniem (ang. 
bending), skręcaniem (ang. twisting) oraz załamywaniem 
(ang. kinking) helisy.

STRUKTURY TRÓJNICIOWE

Wzajemne oddziaływania łańcuchów DNA (rozpozna­
nie na drodze tworzenia w iązań wodorowych), powodujące 
utworzenie struktur wyższego rzędu, prow adzą również do 
szeregu innych form niż te, które zostały opisane powyżej. 
Mogą być w nie zaangażowane zarów no kolejne nici kw a­
sów nukleinowych lub inne fragmenty tego samego DNA o 
określonej sekwencji jak również syntetyczne modyfikowa­
ne oligonukleotydy [16].

W ten sposób tworzą się m. in. struktury trójniciowe, tzw. 
trypleks a także struktury, w  których utworzenie zaangażo­
w ane są cztery nici (lub cztery różne fragmenty tej samej 
nici), czyli tzw. tetrapleksy. Tworzenie struktury tryplekso- 
wej m ożna rozpatrywać jako w ynik zm ian konformacyjnych 
zachodzących w dupleksie, w  w yniku których helisa jest w 
stanie zasocjować trzeci łańcuch w  bruździe większej. Try- 
pleksy DNA mają więc ułożenie dwóch antyrównoległych 
nici zbliżone do struktury B-DNA  i powiązanych w iązania­
mi typu Watsona-Cricka; najpoważniejszą różnicą jest od ­
chylenie od osi i większe rozwinięcie helisy spow odow ane 
zaw adą przestrzenną wynikającą z asocjowania trzeciej nici. 
W arunkiem  koniecznym utworzenia struktury trójniciowej 
jest w ystępowanie kom plem entarnych dwuniciowych trak­
tów polipurynow o-polipirym idynow ych (Ryc. 4).

Trzecia nić trypleksu (najczęściej pirymidynowa) może 
być ułożona w stosunku do nici, z którą oddziałuje w  dw u- 
niciowym DNA w sposób równoległy (tzn 3'-koniec trzeciej 
nici oddziałuje z 3 '-końcem fragm entu DNA) lub antyrów- 
noległy (tzn 3'-koniec trzeciej nici tworzy odw rotne wiązania 
typu Hoogsteena z 5'-końcem fragm entu DNA). Trypleks 
równoległy powstaje, gdy do dupleksu purynow o-pirym i- 
dynowego przyłącza się nić pirym idynow a [17] i oddziałuje 
za pomocą w iązań wodorow ych typu Hoogsteena, natomiast 
trypleks antyrównoległy powstaje, gdy do dupleksu przyłą-

Trypleks rów noleg ły Trypleks antyrów n oleg ły

Rycina 4. Schemat trypleksów równoległych i antyrównoległych. Nić homopiry- 
midynowa -szara, nić homopurynowa-czarna. Linie ciągłe oznaczają wiązania 
Watsona-Cricka, linie przerywane oznaczają (odwrotne) wiązania Hoogsteena.

cza się nić purynow a, która jest związana z dupleksem  w ią­
zaniami wodorow ym i typu odwrotnych wiązań Hoogsteena 
(ang. reverse Hoogsteen hydrogen bonds) (Ryc. 5,6).

Utworzenie w iązań wodorowych typu Hoogsteena z  2'-de- 
oksycytydyną, zaangażowaną w wiązania wodorowe W at­
sona-Cricka w ym aga uprotonowania azotu N3 cytozyny 
trzeciej nici i zachodzi wyłącznie w środowisku kw aśnym  
(pH< 4.5).

Rycina 6 ilustruje strukturę trypleksu antyrównoległego 
utworzonego z kanonicznych trypletów G:GC oraz A:AT. 
Nić polipirymidynowa (zielona) jest komplementarna do 
nici polipurynowej (niebieska) i wiąże się z nią wiązaniami 
typu Watsona-Cricka. Trzecia nić, która jest nicią polipuryno- 
wą (czerwona), jest antyrównoległa do nici polipurynowej 
dwuniciowego DNA i znajduje się w dużym  rowku podwój­
nej helisy. Dla trypleksu równoległego najbardziej trwałe są 
struktury oparte na motywach kanonicznych tzn.: T:AT oraz 
C+:GC. W przypadku występowania w trzecim łańcuchu nie- 
kanonicznych zasad, mogą się utworzyć tryplety o znacząco 
niższej trwałości, analogicznie jak destabilizujący w pływ na 
trwałość dupleksu DNA wywierają niesparowane zasady. 
Para AT jest najlepiej rozpoznawana przez tyminę, chociaż 
adenina może również tworzyć stosunkowo trwały tryplet 
A:AT. Podobnie para GC jest najlepiej rozpoznawana przez 
protonowaną cytozynę (C+), jednakże może ona tworzyć w 
różnych warunkach również inne mniej trwałe tryplety, w 
tym A+:GC, T:GC lub G:GC [18]. Wykazano, że guanina (G) 
tworzy najtrwalszy tryplet z parą TA, jednak w warunkach 
niskiego pH oraz naprężeń superhelikalnych to tryplet C:TA 
jest najtrwalszy. Para CG może być rozpoznawana zarówno 
przez tyminę (T) jak guaninę (G), ale żaden z tych trypletów

Rycina 5. Wiązania wodorowe odpowiedzialne za tworzenie trypletów z udzia­
łem trzeciej zasady w trypleksach równoległych. Kanoniczny tryplet T:AT i C+: 
GC oraz przykłady trypletu niekanonicznego G:TA i T:CG, wraz z numeracją 
atomów zaangażowanych w architekturę motywu trypletu (symbol oznacza 
wiązanie Hoogsteena).
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nie jest stabilny, a ich względna stabilność zależy silnie od 
warunków. Wynika stąd, że dla trypleksu równoległego 
wszystkie cztery pary zasad mogą potencjalnie tworzyć try- 
plety, jednak względna trwałość takich struktur różni się zna­
cząco, szczególnie w przypadku par TA i CG. Istotna w tym 
kontekście jest możliwość utraty specyficzności rozpoznawa­
nia wynikająca z faktu, że tymina (T) może rozpoznawać za­
równo pary AT jak GC, podczas gdy cytozyna (C) rozpoznaje 
zarówno parę GC jak CG.

W przypadku  trypleksu antyrów noległego, kanoniczne 
tryplety G:GC, A:AT i T:AT są znacznie bardziej stabilne 
niż tryplety niekanoniczne [19]. Jednak adenina (A) może 
tw orzyć tryplet z parą GC natom iast tym ina (T) wiąże się 
z parą  CG. Jedynie para TA nie tw orzy z innym i zasadam i 
trw ałego trypletu, co stanowi pow ażne ograniczenie tw o­
rzenia się trypleksów antyrów noległych. Z drugiej strony 
zdolność tym iny do tw orzenia tryp letów  zarów no z para ­
mi AT jak i CG oraz adeniny (A) do rozpoznaw ania par 
AT i GC pow oduje obniżenie specyficzności tworzenia 
trypleksów  antyrównoległych. K anoniczne tryplety T:AT
i C+:GC (TR) są izosteryczne w  przeciw ieństw ie do trzech 
kanonicznych trypletów  m otyw u antyrów noległego (A: 
AT, T:AT i G:GC), co może prow adzić  do znaczących od ­
kształceń w przypadku s truk tu r składająch się z różnych 
trypletów . Istotna różnica pom iędzy kanonicznym i tryple- 
tam i w  trypleksie rów noległym  (TR) oraz trypleksie anty- 
rów noległym  (TAR) wynika z faktu, że trypleksy rów nole­
głe są izosteryczne, podczas gdy TAR nie są izosteryczne. 
S truk tury  trypleksowe są stabilizow ane obecnością jonów 
metali: M g2+, Ca2+, Zn2+, oraz poliam in (spermina, spermi- 
dyna, putrescyna), które neutralizują ujem ny ładunek grup 
fosforanowych. Wykazano, że trypleks in vitro jest stabilny 
przy  5-10 mM stężeniu jonów M g2+, podczas gdy w w arun ­
kach in vivo konieczne stężenie w ynosi p raw dopodobnie  
mniej niż 1 mM [20]. Tworzenie trw ałego trypleksu w ym a­
ga pełnej kom plem entarności zasad w e w szystkich trzech 
łańcuchach, a pojedyncze n iesparow ane zasady pow odują 
znaczącą destabilizację struktury .

W latach osiemdziesiątych Frank-Kamenetskii z zespo­
łem wykazali, że wewnątrzcząsteczkowe struktury tryplek­
sowe mogą się tworzyć w  w yniku oddziaływ ań homopury-

now o-hom opirym idynow ych powtórzeń lustrzanych (ang. 
mirror repeat sequences) w  ujemnie splecionych plazmidach 
[21], co stanowiło przełom  w  poszukiwaniach dow odów  na 
istnienie trypleksów in vivo i poznaniu ich funkcji biologicz­
nych. Autorzy ci wskazali również na specjalne znaczenie 
takich struktur dla aktywności nukleazy SI. Ponieważ wie­
le spośród zidentyfikowanych dotąd traktów purynowo- 
pirym idynow ych występuje w  postaci pow tórzeń lustrza­
nych, stanowi to pow ażną przesłankę istnienia trypleksów 
in vivo. S truktury takie, określane jako H-DNA, tworzą się, 
gdy jedna część sekwencji lustrzanej dysocjuje na oddzielne 
pojedyncze łańcuchy purynow y i pirym idynowy, po czym 
następuje ponow ne przyłączenie łańcucha homopirymidy- 
nowego do pozostałej połowy sekwencji dupleksu sekwen­
cji mieszanej i utworzenie w bruździe większej struktury 
o charakterze trypleksu równoległego (Ryc. 7). Pozostała 
część pojedynczej nici hom opurynowej odpow iada za czu­
łość nukleazy SI.

Możliwa jest również sytuacja, kiedy nić hom opurynow a 
asocjuje ponownie tworząc trypleks antyrównoległy (*H- 
DNA). Struktury H-DNA zostały opisane szczegółowo w 
wielu monografiach i pracach przeglądowych [22], Obec­
ność kationów dw uw artościow ych powoduje preferencyj­
ne utworzenie *H-DNA (antyrównoległe) w  stosunku do 
H-DNA. Hipoteza o w ystępow aniu struktur H-DNA i *H- 
DNA w żywych organizmach została potw ierdzona między 
innymi badaniam i genu prom otorowego hsp26 muszki ow o­
cówki (Drosophila melanogaster), w  którym wykazano zna­
czenie segm entu purynow o-pirym idynow ego (CT)n (GA)n 
dla praw idłow ego tworzenia struktury chrom atyny i akty­
wacji genu, przeprowadzając eksperym enty z serią transge- 
nów  hsp26-lacZ o zmienionej sekwencji [23]. Wykazano, że 
obecność sekwencji lustrzanej w  regionie hom opurynow o- 
hom opirym idynow ym , w arunkująca utworzenie struktury 
H-DNA nie jest wystarczającym czynnikiem regulacji genu 
hsp26 w  sytuacji, gdy regiony wiązania czynnika GAGA zo­
stały usunięte.

Konieczność protonow ania N 3 cytozyny w trzecim łań­
cuchu trypleksu równoległego wskazuje na ograniczoność 
w ystępow ania trypleksów równoległych w pH  neutralnym , 
stabilne są natom iast trypleksy, w których cytozyny trzecie­
go łańcucha zastąpione są naturalnie występującą 5-mety- 
locytozyną (m5C). Stabilizującym czynnikiem w warunkach 
neutralnego pH  może być również wzrost ujemnej superhe- 
likalnej gęstości [24].
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Rycina 7. Wewnątrzcząsteczkowe zmiany konformacyjne prowadzące do po­
wstania H-DNA i *H-DNA, stanowiących przykład równoległego i antyrówno­
ległego ułożenia trzeciego fragmentu łańcucha. Nić homopirymidynowa ozna­
czona kolorem szarym, nić homopurynowa -  kolor czarny. Linie ciągłe oznaczają 
wiązania Watsona-Cricka, linie przerywane oznaczają wiązania (odwrotne) Ho- 
ogsteena.

Rycina 6. (A) Irypleks antyrownoległy i stabilizujące go odwrotne wiązania 
Hoogsteena; (B) struktury kanoniczne trypletów antyrównoległych A:AT i G: 
GC.
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Identyfikacja białek łączących się z fragmentami tryplek- 
sowymi stanowi kolejny dow ód na występowania tych 
struktur in vivo. Między innymi wyodrębniono dw a białka 
z komórek HeLa, które preferencyjnie wiążą się z trypleksa- 
mi [25,26]. Istotne w tym kontekście wydaje się wyjaśnienie 
znaczenia struktur trypleksowych w regulowaniu procesów 
transkrypcji. Szereg prac wskazuje na aktywność tryplek- 
sów jako czynników trans-działających między innymi w 
komórkach myszy, gdzie sekwencje poli(dG) występują po­
wyżej (upstream) genów działających jako aktywatory [27], 
co więcej długość tych sekwencji ma istotne znaczenie dla 
tego procesu; dG2730 działa aktywująco, podczas gdy dG3- 
nie daje takiego samego efektu. Rezultatem wprow adzania 
in vitro traktów poli(dG) do superhelikalnego plazm idu 
było utworzenie H-DNA, gdy sekwencje te miały długość 
co najmniej 32 par zasad, podczas gdy sekwencje krótsze 
niż dG30 nie wywoływały zjawiska H-DNA. Wskazuje to na 
możliwość tworzenia przez poli(dG) intramolekularnych 
trypleksów i blokowanie trans-transkrypcji.

Struktury trójniciowe mogą się tworzyć również przej­
ściowo w procesie homologicznej rekombinacji. W prow a­
dzenie sekwencji poli(dG).poli(dC) pom iędzy dw a pow tó­
rzenia na drodze aktywnej transkrypcji in vivo wywołuje 
homologiczną rekombinację najprawdopodobniej w  w yni­
ku powstania *H-DNA i następującego potem pow tórzo­
nego odtworzenia rozdzielonych sekwencji, stymulującego 
rekombinację [28], a powstająca w  wyniku utworzenia H- 
DNA pojedyncza nić może działać jako łańcuch inwazyjny 
w rekombinacji homologicznej [29], Innym przykładem  jest 
udział trójniciowego *H-DNA tworzącego się z polimorficz- 
nych hom opurynow o — hom opirym idynow ych sekwencji 
niezbędnych do replikacji genom u wirusowego Epsteina- 
Barra. Udowodniono, że w tym przypadku mutacje punkto ­
we hamują zarówno replikację jak i tworzenie *H-DNA [30]. 
Wskazuje to na istotną rolę w  procesie replikacji nie tylko 
sekwencji DNA, ale także struktur trzeciorzędowych w y­
woływanych obecnością traktów polimorficznych. Istnieje 
szereg pośrednich dow odów  na w ystępowanie podobnych 
struktur m iędzy innymi w genom owym  DNA człowieka, w 
którym  występują trakty hom opirym idynow o-hom opury- 
nowe (Pyr-Pur), stanowiące ponad 1% całej puli DNA [31].

Tworzenie struktur trypleksowych in vivo nie jest uw a­
runkow ane obecnością specyficznych białek, ale istnieniem 
odpow iednio długich traktów purynow o-pirym idynow ych 
[32]. DNA w organizmach eukariotycznych występuje w 
postaci superhelikalnej, ściśle upakow ane w  nukleosomach 
i jest związane z białkami histonowymi, utrudniającymi 
tworzenie stabilnych struktur wyższego rzędu, w  tym try­
pleksów [33], Kompleksy DNA-białka są strukturam i dy ­
namicznymi, dzięki czemu możliwe jest rozpoznanie heli- 
kalnego DNA przez specyficzne sekwencje wiążące białka, 
a także przypuszczalnie przez fragmenty hom opurynow e 
lub homopirymidynowe, prowadzące do przejściowego 
utworzenia struktur trójniciowych [34], W ymuszenie tw o­
rzenia takich struktur poprzez w prow adzenie do komórki 
kom plem entarnych oligonukleotydów tworzących trypleks 
(TFO) może znaleźć zastosowanie w biochemii i biologii 
molekularnej. W ykazano bowiem, że utworzenie struktur 
trypleksowych w regionach prom otorowych powoduje za­

blokowanie dostępu czynników transkrypcyjnych i p row a­
dzi do inhibicji aktywacji genów in vitro, w  tym również w 
komórkach ssaków. Zastosowanie TFO stwarza możliwość 
wyciszenia i korekcji genów poprzez wywołanie trwałych 
zmian w ich sekwencji. Powstawanie struktur tryplekso­
wych w ywołanych w prow adzeniem  TFO na metabolizm 
DNA oraz potencjalne możliwości korekcji genów rekom- 
binantowych i procesów naprawczych in vitro oraz in vivo 
są przedm iotem  intensywnych badań [35,36], W roku 2000 
wykazano po raz pierwszy, że TFO mogą indukować m u ta ­
cje w  określonych obszarach genom u w komórkach som a­
tycznych dorosłych myszy transgenicznych posiadających 
wbudow ane plazm idow e geny reporterowe supF i cll[37]. 
Wynik ten stanowił potwierdzenie, że procesy kontrolo­
wanej modyfikacji genom u spow odow ane utw orzeniem  
struktur trypleksowych mogą być przeprow adzone w  orga­
nizmach zwierzęcych, co stanowi istotny krok w  kierunku 
zastosowań m edycznych i rozwoju terapii genowej [38,39].

Wiadomo obecnie, że znacząca część sekwencji pirym idy- 
nowo — purynow ych, zdolnych potencjalnie do tworzenia 
struktur trypleksowych (H-DNA) w genomie organizm ów 
eukariotycznych jest zlokalizowana w  regionach 5' genów 
globulin p i y, genu receptora interleukiny-2 oraz genu c-myc 
[40,41]. Ponadto struktury  trypleksowe odgrywają także 
znaczącą rolę w  organizow aniu się chromosomów. Trakty 
purynow o-pirym idynow e mogą tworzyć pętle DNA, które 
powstają w miejscu tworzenia się trypleksu na zasadach n u ­
kleinowych [42]. Stwierdzono, że liniowy in vitro plazmid, 
zawierający rozdzielone trakty hom opurynowe i hom opi­
rym idynowe może in vivo tworzyć pętle cykliczne lub w 
kształcie litery O, będące najprawdopodobniej rezultatem  
tworzenia trypleksu [43].

STRUKTURY CZTERONICIOWE -  TETRAPLEKSY

Bogate w reszty guaninow e sekwencje DNA mogą tw o­
rzyć trwałe struktury, będące rezultatem oddziaływ ań 
czterech reszt guaninowych, tworzących tzw. tetradę G 
(G-tetrapleks) w  fizjologicznych warunkach stężenia jed- 
nowartościowych kationów sodu lub potasu. Szczególnie 
dużo uwagi poświęcono strukturze i funkcjom sekw en­
cji telomerowych znajdujących się na końcach liniowego 
chromosomalnego DNA [44], odpowiedzialnych m. in. za 
ochronę końców chrom osom ów  przed uszkodzeniami ge­
nów i niepraw idłow ą rekombinacją, uczestniczących w 
kontroli ekspresji genów i replikacji homologicznej i innych 
procesach [45,46,47]. Obecnie uw aża się, że wiele funkcji 
telomerów zw iązanych jest ze zdolnością do tworzenia in 
vivo struktur tetrapleksowych. Wykazano, że szereg białek 
(np. RAP1, białko represorow o/aktyw atorow e z drożdży) o 
wysokim powinowactwie do fragmentów telomerycznych 
DNA wykazuje rów nież pow inow actw o do struktur tetra­
pleksowych a naw et ułatw ia tworzenie takich struktur in 
vivo, regulując jednocześnie aktywność telomerazy i w ska­
zując na potencjalne znaczenie terapeutyczne tego procesu 
w terapii przeciwnowotworowej [48]. W ostatnich latach 
zidentyfikowano szereg helikaz odpowiedzialnych za roz­
platanie G-tetrapleksów, m. in. w  Saccharomyces cerevisiae 
(helikaza Sgsl) [49] czy helikaza związana z syndrom em  
Wernera, odpow iedzialna za rozplatanie powtarzających 
się sekwencji d(CGG)n [50], co stanowi dodatkowy dow ód
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Rycina 8. Schemat wiązań wodorowych sta­
bilizujących tetradę G (A) Cztery reszty gua- 
ninowe ułożone są w jednej płaszczyźnie. 
Przyległe guaniny połączone są wiązaniami 
Watsona-Cricka i Hoogsteena a grupy karbo- 
nylowe skierowane są do środka tetrady. (B) 
Układ G-tetrady tworzącej tetrapleks równo­
legły (cztery łańcuchy DNA). (C) Tetrapleks 
powstający w wyniku oddziaływania dwóch 
nici DNA. (D) Tetrapleks wewnątrzcząstecz- 
kowy utworzony w wyniku strukturyzacji 
pojedynczej nici DNA.

potwierdzający obecność i biologiczne znaczenie tetraplek-
sów in vivo.

Podstawową jednostką tej struktury jest tetrada -  G, któ­
rą tworzą cztery pierścienie guanin (lub ogólniej, puryn) 
ułożonych w jednej płaszczyźnie i połączonych wiązaniami 
w odorowym i (Ryc. 8). Tleny grup karbonylowych O6 uło­
żone są w  jednej płaszczyźnie w kierunku centrum  tetrady 
i w obecności kationów sodu lub potasu (Na+, K+) dodatko-

Rycina 9. Struktura tetrapleksu d(TTAGGGT)4 utworzonego z równoległych nici 
DNA zawierających sekwencje telomerowe występujące u człowieka, uzyskana 
na podstawie NMR oraz symulacji dynamiki molekularnej; (A) struktura rdzenia 
AGGG wraz z lokalizacją jonów potasu pomiędzy płaszczyznami tetrad (B) kanał 
potasowy oraz widoczny skręt heliakalny struktury; reprodukowano za zgodą 
[52],

Rycina 10. Różne formy topologiczne z zaznaczonym wzajemnym ułożeniem 
łańcuchów tworzących strukturę tetrapleksu: A — wszystkie łańcuchy równoległe, 
B — jeden łańcuch antyrównoległy w stosunku do pozostałych równoległych', C i 
D-struktury parami antyrównoległe. Strzałki pokazują kierunek 5'—>3'.

wo stabilizują całą strukturę in vitro. Szczególnie cenne dla 
wyjaśnienia lokalizacji i funkcji jonów metali w  stabilizacji 
struktur tetrapleksowych okazały się badania krystalogra­
ficzne. Analizując sekwencję d(TG4T) Feigon i wsp. wykaza­
li, że jony potasu, zlokalizowane pom iędzy płaszczyznami 
zdefiniowanymi przez tetrady-G, wiążą się z nimi poprzez 
osiem w iązań koordynacyjnych stabilizujących strukturę
[51]. W ykazano np., że sekwencja telomerowa człowieka 
d(TTAGGGT)4 (Ryc. 9) tworzy intram olekularne struktury 
tetrapleksowe w  roztworach zawierających kationy sodowe 
w  stężeniach zbliżonych do fizjologicznych. Tworzenie ana­
logicznej struktury, stabilizowanej kationem amoniowym 
ułożonym symetrycznie pom iędzy dw om a płaszczyznami 
tetrad, potwierdzono przy wykorzystaniu spektroskopii 
NMR w roztworze oligonukleotydu o sekwencji d(G4T4G4)2
[52], Również w tym przypadku stabilizująca rola kationu 
polegała na utw orzeniu wiązań (typu w iązań wodorowych) 
z ułożonymi w jednej płaszczyźnie grupam i O6 guanin.

Istnieje szereg możliwości topologicznie zróżnicowanych 
oddziaływ ań czterech łańcuchów DNA prowadzących w 
efekcie do utworzenia tetrapleksów, przedstawionych sche­
matycznie na Ryc. 10.

Utworzenie takich polimorficznych struk tur wymaga 
konformacyjnej labilności wiązania glikozydowego w 2'- 
deoksyguanozynie, która może występować zarówno w 
konformacji syn jak i konformacji anty (Ryc. 11).

Konformacja wiązania glikozydowego określa orientację 
zasad w stosunku do pierścienia cukrowego oraz wzajemne 
ułożenie pierścieni zasad, w  ten sposób determinując ener­
gię asocjacyjnych oddziaływ ań warstwowych. Jeśli łańcu­
chy tetrapleksu ułożone są równolegle (Ryc. 10A), wówczas 
w ym uszona jest taka sama konformacja wszystkich reszt 
guanozyny (syn), ale gdy wszystkie nici są w  stosunku do 
siebie antyrównoległe (Ryc. 10D), w ym usza to konformację 
anty wszystkich w iązań glikozydowych guanozyn.

Architektura w iązań w odorow ych pom iędzy pierście­
niami purynow ym i tworzącymi tetradę powoduje, że w 
strukturach tetrapleksowych występują cztery bruzdy  o

Rycina 11. Rotacja wokół wiązania glikozydowego 2'-deoksyguanozyny — 
przejście pomiędzy konformacją syn i anty umożliwia tworzenie różnych struktur 
tetrapleksowych.
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do pozycji 5' fragm entu  zaangażow anego w struk tu rę  te- 
trapleksow ą [59]. Ponadto, znana jest cytoplazm atyczna 
egzorybonukleaza m yszy m X RN lp, rozpoznająca p re ­
ferencyjnie te trapleksy RNA jako substraty  [60]. Trakty 
guaninow e w ystępują nie tylko w sekwencjach telome- 
rycznych. Z identyfikow ano je rów nież w regionach ko­
dujących geny supresorow e, które zapobiegają transfor­
macji now otw orow ej kom órek glejaka (retinoblastoma) 
[61], w regionach kodujących insulinę człowieka [62], 
czy w regionach kontroli onkogenu c-myc [63]. Do ba ­
dań  klinicznych dopuszczone już obecnie są związki, 
których funkcja polega na n iedopuszczeniu  do tw orzenia 
s tru k tu r  tetrapleksow ych w regionach prom otorow ych 
sekwencji kodującej szereg białek onkogennych, w  tym 
VEGF, PDGF-A, H IF -la , H-Ras, c-myc [64], Dalszego w y ­
jaśnienia w ym aga rów nież funkcja niektórych białek m. 
in. podjednostk i p białka w iążącego sekwencje telome- 
row e w yizolow anego z orzęska Oxytricha [65] czy biał­
ka R ap l d rożdży  [66], w ykazujących właściwości białek 
opiekuńczych oraz przyspieszających tw orzenie s truk tu r 
tetrapleksow ych. N adal jednak stosunkow o niewiele w ia ­
dom o na tem at m olekularnych aspektów  rozpoznaw ania
i degradacji enzym atycznej różnych s truk tu r tetrap lekso ­
w ych DNA i funkcji biologicznych tych struktur.

PODSUMOWANIE

Pow yższe opracow anie, z konieczności bardzo  skróto ­
we, ma na celu pokazanie, dlaczego pom im o ponad  50 
letniej historii in tensyw nych studiów , DNA jest ciągle 
bardzo  in tensyw nie badaną biom olekulą. Z budow any 
ze stosunkow o prostych m onom erów  (cztery zasady n u ­
kleinowe), DNA cechuje się nadzw yczaj w ysoką różno ­
rodnością funkcjonalną i s truk tura lną . Na podkreślenie 
zasługuje fakt, że ciągle są odkryw ane now e m otyw y 
struk tura lne , np. opisany w 2000 roku przez Patela i wsp. 
m otyw  heksady, który tw orzą cztery guaniny oraz dw ie 
adeniny, ułożone w jednej płaszczyźnie i pow iązane za 
pom ocą dodatkow ych w iązań  w odorow ych (Ryc. 14) 
[67].
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różnych rozmiarach. Jeżeli wszystkie nici w  tetrapleksie są 
równoległe, wówczas wszystkie cztery bruzdy są średniego 
rozmiaru. Jeżeli natomiast ułożenie nici jest antyrównole- 
głe, bruzdy mogą przyjmować różne kształty i rozmiary. 
W przypadku dwóch par sąsiadujących równoległych nici 
(Ryc. 12A), 2'-deoksyguanozyna, która należy do sąsiedniej 
nici i ma taką samą konformację wiązania glikozydowego 
tworzy bruzdę średnią, podczas gdy 2'-deoksyguanozyna 
sąsiedniej nici antyrównoległej (przyjmuje w tedy odwrotną 
konformację wiązania glikozydowego) tworzy dwie bruzdy
0 zróżnicowanych wymiarach (szeroką i wąską).

W przypadku nici wyłącznie antyrównoległych, ułożo­
nych na przemian jak na Ryc. 12B, powstają dwie szerokie
1 dwie wąskie bruzdy. Takie zróżnicowanie kształtu i roz­
miaru bruzd powoduje różnice w  trwałości różnych typów 
tetrapleksów, różnice w oddziaływaniu z innymi liganda- 
mi, w tym odmienny wzór hydratacji. Z obliczeń ab initio 
wynika, że trakty 2'-deoksyguanozynowe chętniej tworzą 
struktury tetrapleksowe, w których wszystkie 2'-deoksygu- 
anozyny przyjmują konformację anty, podczas gdy naprze­
mienny układ nukleozydów typu anty/syn występuje jedy­
nie w  tetrapleksach antyrównoległych [53], Wiele struktur 
zawierających wyłącznie konformację anty lub syn zostało 
scharakteryzowanych jako struktury z regularną konforma­
cją naprzemienną anty/syn.

Najnowsze prace Patela i wsp. wskazują ponadto na 
możliwości innej aranżacji tetrad, składających się nie tylko 
z oddziałujących ze sobą reszt guaninowych [54], ale po­
wstających w wyniku oddziaływ ań dwuniciowych DNA, 
kiedy jedna z podwójnych helis stanowi ligand ulokowany 
w bruździe większej (zachowane są wiązania Watsona-Cri- 
cka, stabilizujące obydwie helisy) drugiej helisy (Ryc. 13).

Tworzenie s truk tu r w ieloniciowych in vivo jest proce­
sem  złożonym, uw arunkow anym  zarów no superhelikal- 
ną struk tu rą  chrom osom alnego DNA, jak i oddzia ływ a­
niam i DNA z białkami (np. struk tu ra lne  białka histonowe, 
czynniki transkrypcyjne oraz inne białka enzym atyczne i 
regulatorow e). Scharakteryzow ano szereg białek, które 
oddziałują specyficznie z fragm entam i DNA zdolnym i 
do w ytw orzenia  s tru k tu r  tetrapleksow ych [55,56]. Białka 
z orzęsków  Tetrahymena thermophila [57] i Oxytricha [58], 
oprócz funkcji w iązania do G -tetrapleksu, są czynnikam i 
ułatw iającym i tw orzenie tych struk tur. Z identyfikow ano 
rów nież egzonukleazę z drożdży , kodow aną przez gen 
KEM1, w ykazującą preferencyjną aktyw ność w stosunku

Rycina 12. Schemat tworzenia bruzd dla tetrapleksu zawierającego: (A) dwie 
pary nici wzajemnie równoległych; (B) wyłącznie nici antyrównoległe.

Rycina 13. Potencjalne motywy tetrady GCGC (pary CG Watsona-Cricka) oraz 
ATAT (pary AT Watsona-Cricka) o architekturze wynikającej z (A,C) bezpośred­
niego (B,D) przesuniętego oddziaływania krawędzi bruzdy większej helikalne- 
go DNA. Oddziaływanie przesuniętych krawędzi (B) wymaga zaangażowania 
jednowartościowego kationu, koordynującego skierowane do wewnątrz tleny 
akceptorowe [54].
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Rycina 14. Schemat heksady, której rdzeń stanowi tetrada-G połączona 
położonymi mostkowo dwoma resztami adeninowymi; przygotowano na pod­
stawie [67].

Z badań  NMR wynika, że motyw heksady jest trwały, a 
zatem  utworzenie takiej struktury może stanowić interesu­
jącą drogę do ham owania aktywności telomerazy. Wynik 
ten wskazuje na potencjalne możliwości wykorzystania 
różnych ligandów (w tym nukleotydów) oddziałujących 
z fragm entam i chromosomów o sekwencjach telomerycz- 
nych, zdolnym i do wbudow ania się pomiędzy płaszczyzny 
tetrad tetrapleksu i w ten sposób zaburzającymi oddziały­
w ania końców chromosomów z telomerazą, jako potencjal-

Rycina 15. „Rozciągnięta" (B) podwójna helisa o sekwencji (dG)18 (dC)]g przyj­
muje zaskakującą konformację, w której zasady ułożone są na zewnątrz łańcucha 
i eksponowane do rozpuszczalnika; dla porównania B-DNA (A) o tej samej sek­
wencji; reprodukowano za zgodą [69].

nych czynników terapeutycznych [68]. Jest również dobrym 
przykładem ścisłego powiązania pomiędzy znajomością 
struktury i organizacji DNA in vitro i in vivo a poszukiw a­
niem nowych terapii przeciwnowotworowych oraz zapo ­
biegających zmianom neurodegeneracyjnym związanym  ze 
starzeniem DNA.

Elastyczność i zdolność do zm ian  struk turalnych  przy  
zachow aniu  sekwencyjnej integralności DNA odgryw ają 
kluczow ą rolę dla funkcji biologicznych. Oprócz om ó­
wionych s truktur, w których tw orzenie zaangażow ane 
jest szereg łańcuchów, helikalny i superhelikalny DNA 
ulega procesom  zginania, łam ania i rozciągania. Skraj­
nym  przykładem  możliwości adaptacyjnych DNA jest 
postać rozciągniętej pod w pływ em  sił zew nętrznych nici 
DNA o sekwencji (dG)18 • (dC)lg [69]. W p rzy p ad k u  P- 
DNA (nazwa pochodzi od nazw iska L. Paulinga, który w 
1953 roku zaproponow ał m odel helisy, w  której zasady 
były ułożone na zew nątrz  helisy) rozciąganie podwójnej 
helisy w zd łuż  jej osi doprow adziło  do całkowitej zm iany 
ułożenia łańcuchów  w zględem  siebie, przy zachow aniu  
kanonicznych reguł kom plem entarności (Rye. 15B) [70], 
Pozostaje o tw arte pytanie o m ożliwość w ystąpienia  P- 
DNA in vivo o raz o czynniki, które m ogłyby stabilizować 
taką strukturę .
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ABSTRACT
Deoxyribonucleic acid (DNA) is a biopolymer of nucleotides, usually adopting a double-stranded helical form in cells, with complementary 
base pairing holding the two strands together. The most stable is B-DNA conformation, although numerous other double helical structures 
can occur under specific conditions (A-DNA, Z-DNA, P-DNA). The existence of multiple-stranded (triplex, tetraplex) forms in vivo and their 
biological function in cells are subject of intensive studies.
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Naprawa chemicznie metylowanego DNA 
w Escherichia coli — rola białka AlkB

STRESZCZENIE

Czynniki metylujące należą do najbardziej rozpowszechnionych mutagenów środowi­
skowych. Związki te metylują głównie zasady w  DN A i RNA i powodują zmiany ich 

funkcji. W E. coli alkilowane zasady są naprawiane przez białka i enzymy, które znajdują 
się stale w  komórkach (Ogt, Tag) lub pojawiają się okresowo (Ada, AlkB, AlkA, Aid) po 
indukcji systemu obronnego Ada. W E. coli czynniki alkilujące indukują również system  
SOS, obejmujący ekspresję około 40 różnorodnych białek, a wśród nich i te, które biorą 
udział w  naprawie, rekombinacji, replikacji i mutagenezie DNA. Całość oddziaływań, mo- 
dyfikacja-naprawa, stanowi zadziwiający i bardzo sprawnie działający system komórkowy. 
Wśród białek i enzymów zadziwia fakt występowania rzadko obserwowanych w  przyrodzie 
niekonwencjonalnych mechanizmów naprawy alkilowanych zasad. Szczególnie zdumiewa 
mechanizm działania dioksygenazy AlkB, która łączy naprawę metylowanych, etylowanych 
i etenowanych zasad w DNA z oksydacją i dysocjacją grupy modyfikowanej, co prowadzi do 
bezpośredniego odzyskania zasad naturalnych. Przegląd ten usiłuje ocenić role poszczegól­
nych białek uczestniczących w  procesach naprawy m etylowanego DNA.

WPROWADZENIE

Ze zdziwieniem i zaskoczeniem przyjmowano grom adzone fakty, z których 
wynikało, że materiał genetyczny DNA względnie łatwo ulega uszkodzeniom, 
a zachowanie stałości genetycznej jest wynikiem aktywności licznych systemów 
naprawczych. Pomysłowość ewolucji w generowaniu różnych systemów kory­
gujących uszkodzenia w DNA jest zadziwiająca, a białka o podobnej budowie i 
specyficzności działania występują w taksonomicznie odległych organizmach, 
takich jak bakterie i człowiek. Czynniki alkilujące są w  naturze szeroko rozpo­
wszechnione, a mechanizmy napraw y alkilowanego DNA są bardzo zróżnico­
wane. Alkilowane DNA w E. coli jest naprawiane dzięki produktom  6-ciu genów, 
ekspresja dwóch, tag i ogt, przebiega stale w komórce (ekspresja konstytutywna) 
a pozostałych czterech, ada, alkB, alkA i aidB, zachodzi po indukcji systemu adap ­
tacyjnego Ada (ang. adaptive- lub Ada- response). Indukcja systemu Ada następuje 
po zetknięciu się komórek naw et z bardzo niskimi dawkam i czynników metylu- 
jących, a induktorem ekspresji jest 39 kDa białko Ada, w którym reszta cysteiny 
w pozycji Cys-38 została zm etylowana [1-3]. Czynniki alkilujące, oprócz ekspre­
sji genów połączonych systemem Ada, powodują także ekspresję systemu SOS 
obejmującego syntezę około 40-tu różnych białek, wśród których są również te 
związane z rekombinacją, replikacją, mutagenezą i napraw ą DNA [4-7],

Rola i mechanizm działania białka AlkB zostały opisane pod koniec roku 2002
[8,9], Jego funkcje przez dwie dekady pozostawały nieznane. Obecnie ustalono, 
że białko AlkB katalizuje nowy i dotąd niespotykany typ napraw y alkilowanych 
zasad, który łączy oksydację 2-oksyglutaranu (20G) do bursztynianu z oksy­
dacją i demetylacją reszt Im eA  i 3meC w DNA i RNA [8-10], W wyniku reakcji 
g rupy alkilowe zostają usunięte, a pierwotna struktura zasad zostaje odzyska­
na. Ostatnio stwierdzono, że w ten sam oksydacyjny sposób AlkB katalizuje na ­
praw ę reszt N 6etenoA i 3, N4etenoC w DNA [11,12]. Eteno-podstawione zasady 
powstają w wyniku reakcji zasad naturalnych z dw u węglowymi fragmentami 
lipidowym i wytwarzanym i w czasie stresu oksydacyjnego. Warto więc jeszcze 
raz zastanowić się nad tym co wiemy o chemicznych i biologicznych skutkach 
alkilacji DNA, strategii komórek przeciwstawiających się tym uszkodzeniom i 
mechanizmach napraw y alkilowanego DNA.

MECHANIZMY DZIAŁANIA ALKILANÓW NA KWASY NUKLEINOWE

Czynniki alkilujące (alkilany) powodują alkilację (metylację, etylację) zasad 
i pow staw anie alkilo-trójestrów fosforu w  strukturze DNA, a niekiedy alkilację 
lipidów i białek. Uważa się, że obecność alkilowanych zasad jest przyczyną ge- 
notoksycznych i mutagennych zmian w  komórkach. Wszystkie azoty (N) i tleny
(O), występujące w zasadach kwasów nukleinowych, mogą ulegać alkilacji, ale
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proporcje w jakich one powstają są zależne od rodzaju czyn­
nika alkilującego [13-15]. Zależnie od mechanizmu działa­
nia, czynniki alkilujące dzielą się na dwie grupy związków, 
na te które reagują z zasadami zgodnie z typem  SN1 lub z 
typem  SN2. W reakcji alkilacji typu SN1 (mono-molekular- 
nej) podstawienie miejsc N czy O alkilem następuje wtedy, 
gdy grupa alklilowa atakuje nukleofilowe miejsca zasad. W 
reakcji alkilacji typu SN2 (bi-molekularnej) do miejsc ulega­
jących alkilacji przyłączają się przejściowo obydwie grupy 
czynnika alkilującego i następnie grupa alkilowa wypie­
ra anionową. Na przykład, po reakcji zasady z chlorkiem 
metylu (CH3C1; związek typu SN2) i utworzeniu związku 
przejściowego, gazowy chlor (Cl2) zostaje wyparty, a centra 
nukleofilowe zasad zostają zmetylowane [16].

Do alkilanów typu SN,1 należą np.: N-methyl-N'-nitro-N- 
nitrozoguanidina (MNNG) i N-methyl-N'-nitrozo-mocznik 
(MNU). Są to związki nitrozowe które wymagają aktywacji 
w  komórkach. Do alkilanów typu Sx2, należą różne halid- 
ki metylu (CH3Br, CH3C1, CH J), siarczan dw um etylowy 
(DSM), siarczan metylo-metanowy (MMS). Natomiast siar­
czan etylo-metylowy (EMS) reaguje z zasadami DNA w 
sposób mieszany, zgodny z ty parni SN1 /  Sx2. Obydwa typy 
alkilanów powodują akilacje azotów i tlenów zasad w DNA, 
ale występują znaczące różnice w proporcjach wytw arza­
nych produktów.

Podział alkilanów według typów reakcji (SN1, SN2 ) znacz­
nie uporządkow ał tę grupę mutagenów. Zwrócił uwagę na 
korelacje między zmianami chemicznymi i ich efektami bio­
logicznymi i pomógł w zrozumieniu przyczyn zróżnicowa­
nego działania alkilanów. W obecnej pracy omawiane będą 
głównie skutki działania czynników metylujących na E. coli, 
oraz w pływ  metylacji DNA na metabolizm, mutacje i letal- 
ność komórek.

ALKILANY WYSTĘPUJĄCE W 
ŚRODOWISKU NATURALNYM

Czynniki alkilujące są szeroko rozpowszechnione w 
natu rze  i p raw dopodobnie stanowią najliczniejszą grupę 
naturalnych  m utagenów  środowiskowych. Najliczniej 
w ystępującym i alkilanami są chlorki halidków (metylu, 
b rom u, jodku). Znaczne ilości chlorku metylu (CH3C1) po­
wstają w  w yniku działalności przemysłowej i naturalnych 
p rzem ian  abiotycznych. Chlorek metylu w ytw arza się w 
czasie detrofizacji starzejących się liści, po spalaniu odpa­
dów  organicznych, w gnijących środowiskach wodnych. 
Dawcą grupy metylowej jest powszechnie występująca 
w roślinach pektyna [17]. Niektóre algi i grzyby p rod u k u ­
ją C H 3C1 w  w yniku detoksyzacji chloru. Chlorek metylu 
stanow i główną przyczynę destrukcji ozonu i sprzyja po­
w staw aniu  dziur ozonowych w stratosferze. Chlorek bro­
m u jest w ytw arzany w znacznych ilościach w środowisku 
m orskim.

Zw iązki metylujące są im m anentnym  składnikiem or­
ganizm ów  żywych. Na przykład S-adenozylo-metionina 
(SAM), która służy jako donor metylu dla wielu reakcji 
biologicznych, jako czynnik SN2, może chemicznie mety- 
lować azoty zasad kwasów nukleinowych. Związki m ety­
lujące typu  nitrozoam in powstają w tkankach po konden­

sacji azotynów  z am inokw asam i i amidami. Na przykład 
kondensacja m etyloam iny (katabolit amin) z karbamy- 
lo-fosforanem (prekursor pirym idyn) pow oduje pow sta ­
w anie metylomocznika (MU), który po nitrozacji tworzy 
m etylo-nitrozom ocznik (MNU) [18]). Różnorodne silnie 
rakotw órcze pochodne nitrozoam in powstają w  wyniku 
palenia w yrobów  tytoniowych. Niektóre związki alkilu­
jące typu  SN1 (ale nie typu  SN2), jak czynniki metylujące, 
tem ozolom id, dakarbazyna, w ytw arzany przez grzybnię 
Streptomyces achromogenes antybiotyk streptozotocyna lub 
chloroetylowe pochodne BCNU i CNU, jak chlorambucyl, 
karm ustyna, lom ustyna i inne tego typu związki, są po ­
wszechnie używ ane jako leki cytotoksyczne i przeciwno- 
w otw orow e [15,16,19]

PRODUKTY CHEMICZNEJ METYLACJI DNA

Metylacja DNA powoduje powstawanie wielu różnorod­
nych metylowanych zasad oraz metylo-trójestrów fosforu 
łączących nukleotydy w  łańcuch DNA. Dane o procento­
w ym  rozmieszczeniu metylowanych produktów  otrzy­
manych po działaniu MMNG, MNU lub MMS na jedno i 
dwuniciowe DNA są zgrom adzone w Tabeli 1. Te alkilany 
są najczęściej stosowane do badań laboratoryjnych. W Ta­
beli 1 umieszczone są też informacje jakie znaczenie biolo­
giczne wywierają poszczególne produkty  alkilacji i jaka jest 
ich potencjalna specyficzność mutacji. W dolnej części tabeli 
znajdują się dane, które wykazują w jakich stosunkach w y­
twarzane są reszty ObalkiloG i N7alkiloG w alkilowanym 
DNA. Z tych porów nań widać, że znacznie wyższy procent 
reszt CńmeG wytw arza się po metylacji DNA czynnikami 
typu SN1 (MNU i MNNG) niż czynnikami typu SN2 (MMS). 
Natomiast po alkilacji siarczanem etylo-metanowym EMS 
(typ reakcji mieszany, SN1 /S N2) stosunek w ytwarzanych 
reszt 0 6alkiloG do N7alkiloG jest pośredni. Dane te są w y­
nikiem kompilacji wielu prac [14-15,19-21],

METYLÓWANE ZASADY BIOLOGICZNIE 
NIESZKODLIWE

Najczęściej w ystępującym i m etylowanym i zasadam i 
w DNA są reszty 7meG. Stanowią one od 67% do 83 % 
wszystkich zm odyfikow anych s truk tur DNA. Ta m odyfi­
kacja jest raczej nieszkodliwa, gdyż zarów no zasada n a tu ­
ralna G jak i m etylow ana 7meG mają jednakow e zdolności 
do w ytw arzania  kom pleksów  par zasad i w czasie replika­
cji DNA tw orzą pary  z substratem  dCTP. N ieszkodliw ym i 
modyfikacjami są rów nież metylacje fosfo-dw uestrów  do 
metylo-fosfo-trójestrów i praw dopodobnie  metylacja A —> 
7meA.

Czynniki metylujące typu SN1 powodują w ytw arzanie 
dwóch diastereoizomerów metylo-fosfo-trójestrów w DNA, 
formy: Sp i Rp. Tylko forma Sp jest biologicznie aktywna 
i powoduje metylacje Ada —» meCys38-Ada. Można więc 
uznać, że białko Ada jest demetylazą stereoizomeru mety- 
lo-fosfo-trójestrowego w  DNA, występującego w formie Sp. 
Na temat napraw y stereoizomeru Rp brak jest danych.

Zmetylowane białko meCys38-Ada, po przekształceniu 
i przyłączeniu do miejsc promotorowych, jest pozytyw nym  
regulatorem transkrypcji wszystkich genów regulonu Ada.
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Tabela 1. Rozmieszczenie produktów metylacji (%) uzyskanych po działaniu MMS (typ SN2) lub MNU i MNNG (typ SN1) na jedno lub dwuniciowe DNA.

Produkty 
metylacji DNA

MMS + DNA 
jedno- i dw uniciow e 
(%)

MNU + DNA 
jedno- i dw uniciow e 
(%)

M NNG + DNA 
dw uniciow e (%)

Biologiczne znaczenie produktów Specyficzność
mutacji

N I me A 18,0 3,5 2,8 1,3 1,0 toksyczne i m utagenne AT—» TA (GC)
N3meA 1,4 10,8_ 2,6 9,0. 12,0 toksyczne i m utagenne AT-» TA
N7meA 3,8 1,8 1,8 1,7 — nieszkodliwe —

N3meG «1 0,6 0,4 0,8 toksyczne i m utagenne GC-» ?
OhmeG nw 0,3 3,0 6,3 7,0 m utagenne i toksyczne nieszkodliwe GC-» AT
N7meG 68,c 83,0 69,0 67,0 67,0 —

0 2meT nw nw n.w 0,11
N3meT nw nw 0,1 0,3 - m utagenne AT-» TA
C)4meT nw nw 0,4 — toksyczne i m utagenne AT-»GC

OzmeC nw 0,1
N3meC 10 <1 0,6 2,0 toksyczne i m utagenne GC-»AT

metylo-fosfo-
trój-ester
[0 = P -(0 ’)2
Orne]

(<1%) 0 ,8
-10 17

- Nieszkodliwe. Forma SR jest 
donorem  CH, dla Cys-38-Ada, 
które przekształca się w  regulator 
transkrypcji genów Ada-response

ALKILANY TYP REAKCJI 0 6a lk ilG /7a lk ilG

MMS V 0,0035
EMS SNV  Sn2 0,03
MNU SN1 0,1
M NNG SN1 0,1

N atom iast czynniki metylujące typu SN2 (np. MMS), w  od ­
różnieniu od czynników metylujących typu SN1 metylują 
w prost resztę Cys38 w białku Ada i w sposób bezpośredni 
przekształcają Ada w regulator transkrypcji [22], Związanie 
reszt cysteinowych z grupam i metylowymi są bardzo silne 
i raz zm etylowane białka Ada i Ogt nie ulegają demetyla- 
cji. Czynniki metylujące są dobrymi induktoram i systemu 
Ada. Czynniki etylujące, w  odróżnieniu od metylujących, są 
słabymi induktoram i systemu Ada [23], Białko Ada spełnia 
kilka funkcji. Inne jego funkcje zostaną opisane w dalszej 
części pracy.

MUTACJE WYWOŁANE METYLACJĄ ZASAD W DNA

M etylow anym i zasadam i w DNA o znaczeniu m uta ­
gennym  są reszty 0 6meG (silnie m utagenna) oraz 3meA, 
Im eA  i 3meC (silnie cytotoksyczne i mutagenne). Reszty 
0 4meT, 3meG, 3meT są w ytw arzane w mniejszych iloś­
ciach i efekty biologiczne wynikające z ich obecności są 
praw dopodobn ie  znacznie słabsze. Przyczyną m utagen ­
ności 0 6meG jest fakt jej dwuznaczności komplementarnej. 
W czasie replikacji kierowanej przez polim erazę DNA III 
(główny enzym  replikujący DNA w E. coli) reszty 0 6meG 
w m atrycow ym  DNA w tym  sam ym  stopniu tw orzą w ią ­

zania kom plem entarne z resztami dCTP (brak mutacji) jak 
i z resztami dTTP, co może prow adzić do tranzycji GC—» 
AT [21]. Pary zasad OhneGiiT w  DNA mogą być rozpozna­
w ane przez zespół białek, który bierze udział w  napraw ie  
źle sparow anych zasad (ang. mismatch repair, MMR) i u su ­
w aniu  źle dopasowanej zasady z nowo-syntetyzowanej 
nici DNA. Usytuowanie reszt 0 6meG w nici matrycowej 
uniem ożliw ia ich napraw ę, a próby napraw y mogą p ro w a ­
dzić do podw yższenia letalności komórek [24].

Przyczyną m utagenności 0 4meT może być tw orzenie  
się par zasad 0 4meT:G, co prow adzi do tranzycji AT—> 
GC [21]. N atom iast N -m etylow ane zasady, jak 3meA 
(substrat dla glikozylaz DNA) oraz Im eA  i 3meC (sub- 
straty  dla AlkB) silnie ham ują syntezę DNA a dalsza 
synteza (oraz mutacje) DNA mogą zajść tylko z u d z ia ­
łem m utagennej polim erazy DNA V (poi V) kodow anej 
przez geny umuCD  i syntetyzow anej po indukcji system u 
SOS. W szczepach bakteryjnych z uszkodzonym i genam i 
umuD  lub umuC, mutacje w yw oływ ane działaniem  MMS 
są silnie lub całkowicie supresorow ane [25-27], Polime- 
raza V um ożliw ia replikację uszkodzonego DNA (ang. 
translesion synthesis) gdy w matrycowej nici DNA zasada  
została usunięta  lub, gdy w skutek modyfikacji, u traciła
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W yniki zgrom adzone w tabeli pochodzą z [14,15,18-21, 43], Skrót: nw , oznacza nie w ykryto; (-) oznacza, nie spraw dzano.
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swe na tu ra lne  właściwości do w y tw arzan ia  kom plem en ­
tarnych  par zasad [28], Polim eraza V w kom órkach  E. coli 
jest w y tw arzana  tylko po indukcji system u SOS [4-7,28]. 
A lkilany (związki m etylow e i etylowe) są dobrym i in- 
duk to ram i system u SOS.

Zmianami m utagennym i wynikającymi z obecności 
3meA w  DNA są wyłącznie transwersje AT-»TA, a z obec­
ności Im eA  i 3meC, głównie transwersje AT—»TA i tranzy- 
cje GC-> AT [25, 27, 29], Należy zaznaczyć, że mutacje w y­
nikające z obecności Im eA  i 3meC w DNA (substraty dla 
enzym u AlkB) można śledzić tylko w  m utantach E. coli z 
uszkodzonym  genem alkB, a różnice w poziomach mutacji 
występujących po działaniu MMS na komórki bakteryjne 
alkB' i alkB+ wyznaczają potencjał mutacyjny reszt Im eA  i 
3meC w DNA.

Białka AlkB w norm alnych kom órkach typu dzikiego 
a lkB+ nie są syntetyzowane. Ich synteza następuje po in ­
dukcji system u Ada. To sugeruje, że w  kom órkach alkB+ 
pod w pływ em  MMS białka AlkB są szybko indukow ane, a 
reszty Im eA  i 3meC są szybko i w ydajnie przekształcane 
do zasad wyjściowych A i C. Z danych um ieszczonych w 
Tabeli 1 wynika, że ilość i jakość zm etylow anych p ro d u k ­
tów  zależy nie tylko od czynnika metylującego, ale i od 
struk tu ry  DNA, np.: po reakcji DNA z MMS (typ reakcji 
SN 2) ilość w ytw arzanych reszt Im eA  jest znacznie wyższa 
w  jedno- niż w dw uniciow ym  DNA (18% vs 3.8%; rząd 1, 
kolum na 2). Dlatego uw aża się, że mutacje wynikające z 
metylacji A do Im eA  zachodzą głów nie w  w idełkach re- 
plikacyjnych lub podczas transkrypcji, gdy nici DNA są 
rozplecione [29], Taka zależność nie w ystępuje gdy czyn­
nikiem  metylującym jest MNU (typ reakcji SN1). Ilość p ro ­
dukow anych  reszt Im eA  w jedno- i dw uniciow ych DNA 
są znacznie niższe (2.8% us 1.3%;) a ich wartości są do sie­
bie zbliżone (rząd 1, kolum ny 2 i 3). Czyli reasum ując, me- 
tylacja reszt A do Im eA  w jednoniciow ym  DNA zachodzi 
szczególnie łatwo gdy czynnikiem m etylującym  jest MMS 
i jest ponad  6-krotnie niższa gdy czynnikiem  metylującym 
jest MNU. Z analizy danych w tabeli 1 w ynika jeszcze jed ­
na, często pomijana w dyskusjach informacja. Produkcja 
reszt 3meA (odwrotnie niż ImeA), bez w zględu na to czy 
czynnikam i metylującymi są związki typu  SN,2 (MMS) czy 
SN,1 (MNU, MNNG), jest zawsze znacznie w yższa w  dw u- 
niż w  jednoniciow ym  DNA.

MUTACJE WYNIKAJĄCE Z WTÓRNYCH 
USZKODZEŃ DNA

Zm iany mutacyjne mogą być wynikiem  tworzenia się 
apuryno-apirym idynow ych (AP) miejsc w  DNA. Miejsca AP 
w DNA mogą powstawać spontanicznie w  w yniku oderw a­
nia się puryn  (modyfikacja zasad przyspiesza rozpad w ią­
zania N-glikozydowego) lub w w yniku działania glikozy- 
laz, enzym ów  usuwających zm odyfikowane zasady z DNA. 
Miejsca AP, które powstają w w yniku działania glikozylaz 
3meA DNA I i II na alkilowane DNA stanowią pierwszy 
etap napraw y tych alkilowanych zasad. G dy poziom  miejsc 
AP w  D NA przewyższa zdolność kom órek do ich napraw y, 
miejsca apurynow e mogą wywoływać mutacje, ale dla w y ­
w ołania mutacji wym agany jest udział SOS-zależnej, kodo­
wanej przez umuD utnuC, polimerazy DNA V.

BIAŁKA I ENZYMY NAPRAWIAJĄCE 
SKUTKI ALKILACJI DNA

BIAŁKA SYNTETYZOWANE KONSTYTUTYWNIE

W czasie normalnego w zrostu kom órek w E. coli syn­
tetyzowane są dw a białka Tag i Ogt, które są związane z 
napraw ą alkilowanych zasad w DNA. 21,1 kDa białko Tag 
(produkt genu tag) ma aktywność enzym atyczną glikozyla- 
zy 3meA DNA I. Enzym ten usuw a głównie reszty 3meA i 
w  mniejszym stopniu reszty 3meG z DNA, pozostawiając 
miejsca AP. Jest to pierwszy etap napraw y. O drębne en­
zymy kolejno, przecinają łańcuch DNA i usuw ają resztki 
uszkodzonego nukleotydu (AP- i 5'dRP-liazy) i po resyn- 
tezie utraconego nukleotydu (polimeraza DNA I) włącza­
ją odbudow any fragment (ligaza) w  strukturę  DNA [2,3]. 
Natomiast białko 19 kDa Ogt (produkt genu ogt) fide bona 
nie jest enzymem. Białko Ogt ma funkcje metylotransfera- 
zy 0 6meG DNA, która przenosi grupę m etylow ą z reszt 
0 6meG (jak również z reszt CńetyloG i 0 4meT) w  alkilowa- 
nym  DNA na resztę cysteinową własnego białka. W wyniku 
reakcji, pierwotna struktura naturalnej zasady G (i T) zosta­
je odzyskana, a białko Ogt ulega bezpowrotnej inaktywacji. 
Ta reakcja jest bardzo szybka ale nieodw racalna [30].

BIAŁKA INDUKOWANE W SYSTEMIE Ada

Po indukcji systemu Ada syntetyzowane są cztery białka 
związane z napraw ą uszkodzeń alkilacyjnych w  DNA. Są to 
białka: 39 kDa Ada, AlkB, AlkA i AidB. Geny ada i alkB tw o­
rzą jeden operon i są transkrybowane z jednego prom otora 
Ada. Ostatni nukleotyd A w  tryplecie UAA, który kończy 
syntezę białka Ada stanowi pierwszy nukleotyd w tryple­
cie AUG, zaczynającym syntezę białka AlkB [31]. Pozostałe 
geny alkA i aidB, tworzą pojedyncze operony i każdy z nich 
jest transkrybowany oddzielnie. Szacuje się, że w  stanie 
podstaw ow ym  ilość białek Ada wynosi od 2-4, a ilość Ogt 
od 20-30 cząstek na komórkę. Po indukcji system u Ada ilość 
transkrybowanego białka Ada wzrasta 1000- krotnie, białka 
AlkB 100-krotnie, a AlkA 10-krotnie [16,18] Sądząc po sile 
indukcji, białko AlkB w stanie podstaw ow ym  komórki nie 
jest syntetyzowane (gdyż 4-rem cząstkom białka Ada odpo ­
wiadają 0.4 cząstki AlkB). Ilość białek AidB w  komórce nie 
została oszacowana.

WIELOFUNKCYJNE BIAŁKO Ada

Białko Ada spełnia kilka funkcji 39 kDa białko Ada (pro­
dukt genu ada) ma dwie reszty cysteiny (spośród 12-tu), któ­
re są zdolne do akceptacji grup metylowych z alkilowanego 
DNA. Są to reszty Cys38 i Cys321. Reszta Cys38 w  białku Ada 
jest związana (poprzez Zn) z 3 innymi resztami Cys42, Cys69 
i Cys72 i ta struktura ułatwia metylaq'e Cys38 [32], Dawcami 
grup metylowych dla Cys38 są w DNA metylo-fosfo-trójestry 
w formie Sp, a dla reszt Cys321, reszty OhneG i CTmeT w 
DNA [2,3]. Zmetylowane 39 kDa białko meCys38-Ada (i też 
podwójnie-zmetylowane meCys38, meCys321-Ada) po prze­
kształceniu konformacyjnym staje się pozytyw nym  regulato­
rem transkrypcji wszystkich genów regulonu Ada i po przy­
łączeniu się do odpowiednich miejsc promotorowych urucha­
mia transkrypcję wszystkich genów regulonu Ada: ada, alkB, 
alkA i aidB. Natomiast nadprodukowane, ale nie zmetylowane
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białko Ada jest negatywnym regulatorem i powoduje zmniej­
szenie poziomu transkrypcji genów Ada [33],

KONTROLOWANY ROZPAD 39 kDa BIAŁKA Ada

39 kDa białko A da (metylowane lub nie) pod wpływem  
proteaz kom órkow ych rozpada się na dw a odrębne białka: 
20 kDa N-Ada i 19 kDa C-Ada. Funkcja regulatora tran­
skrypcji zostaje bezpowrotnie utracona, ale każde z białek 
zachowuje swe poprzednie zdolności akceptacji grup me­
tylowych na reszty cysteinowe [34], Cys38, znajdująca w 
20 kDa białku N-Ada (część Ada z grupą NH,), w dalszym 
ciągu może akceptować grupy CH3 występujące w metylo- 
fosfo-trójestrach w formie Sp, a Cys321, znajdująca się w 
19 kDa C-Ada (część Ada z grupą karboksylową) jest ak­
ceptorem grup alkilowych z reszt 0 6meG i 0 4meT. Okazało 
się, że 19 kDa białko C-Ada w ytw arzane na skutek rozpadu 
39 kDa Ada i 19 kDa białko Ogt są strukturalnie i funkcyj­
nie podobne. O bydw a spełniają rolę transferazy 0 6alkiloG 
DNA i dealkilują zasady w DNA przez przeniesienie reszt 
alkilowych na Cys321, ale występują znaczne różnice w 
kinetyce dealkilacji. Białko Ogt, z podobną szybkością jak 
C-Ada, demetyluje 0 6meG (1,1:1) ale dealkiluje 0 6etylG i 
0 4meT z szybkością, odpowiednio 173- i 84-krotnie wyższą 
niż C-Ada [35],

Być może przyczyną tego jest fakt, że czynniki etylujące 
są słabymi induktoram i systemu Ada [23], W takim przy­
padku białko Ogt pozostaje jedynym białkiem w komór­
kach £. coli, które ma zdolność do napraw y reszt OhmeG, 
0 6etylG i 0 4meT w DNA.

ROLA I MECHANIZM DZIAŁANIA BIAŁKA AlkB

Białko AlkB zostało wykryte w komórkach E. coli w 
roku 1982 [36] po izolacji pierwszego m utanta alkB22, ale 
jego funkcje zostały ustalone pod koniec roku 2002 [8,9], 
Wcześniej ustalono wiele cech mutantów. Stwierdzono, że 
m utanty alkB (w stosunku do alkB+) mają znacznie wyższą 
letalność, gdy rosną w  obecności MMS, ale ich wzrost ha­
m ow any jest nieznacznie, gdy rosną w obecności MNNG.

Stwierdzono, że jedno-niciowe fagowe DNA jest znacznie 
bardziej podatne na uszkodzenie pod wpływem  działania 
MMS, niż MNNG;,a fagi uszkodzone przez MMS są reak­
tyw ow ane gdy wzrastają w szczepach E. coli alkB+ ale nie są 
reaktyw ow ane gdy wzrastają w szczepach alkB\  Z auw ażo ­
no też, że różnice w  przeżywalności i reaktywacji dwunicio- 
wego fagowego DNA, bez względu na to czy czynnikiem 
uszkadzającym jest MMS, MNU czy MNNG, są nieznaczne. 
Te wszystkie cechy fagów i bakterii stały się zrozumiałe gdy 
określono funkcje białka AlkB jako enzymu naprawiającego 
reszty lm eA /3 m eC  w DNA i zwrócono uwagę, że brak lub 
w ystępow anie opisywanych cech w fagach lub bakteriach 
jest skorelowana z ilością reszt lm eA /3m eC , w ystępują­
cych w m etylow anym  DNA. Już we wczesnych pracach za­
uw ażano, że w budow ie białka AlkB występują sekwencje 
homologiczne do białek z rodziny superoksydaz z tkanek 
ssaków [31]. Jednak dopiero zakwalifikowanie AlkB do bia­
łek z grupy oksydaz zależnych od (Fe(II) i 2-oksoglutaranu 
(20G) [37] spow odow ało jego szybką identyfikację. O kaza­
ło się, że białko AlkB jest zależną od Fe(II) dioksygenazą, 
która łączy utlenienie 20G  do bursztynianu z utlenieniem 
grup  metylowych w  resztach Im eA  i 3meA. W w yniku re­
akcji powstają grupy hydroksymetylowe, które łatwo dyso­
cjują w  postaci form aldehydu, a w DNA zostają odzyskane 
zasady naturalne A i C (Ryc. 1). Gdy substratem dla AlkB są 
reszty lety loA  w DNA, grupy etylowe zostają utlenione do 
hydroksy-etylowych i uwalniane w postaci acetaldehydu 
CH 3CHO [8-10],

Odkrycie funkcji białka AlkB i mechanizmu jego działa­
nia w zbudziło ogrom ne zainteresowanie. Białko AlkB ma 
zdolność do odzyskania zasad naturalnych z reszt Im e A / 
3meC, znajdujących się w DNA i RN A [8-10]. Najmniejszym 
substratam i dla AlkB są reszty Im edA M P i lm edA TP [42]. 
Substratami dla AlkB są również reszty Im eG i 3meT, które 
jednak rzadko występują w metylowanym DNA [43]. Resz­
ty Im eA  i 3meC w DNA zatrzymują replikacje DNA i są 
silnie genotoksyczne. Ponieważ metylacji ulegają również 
zasady znajdujące się w  RNA (mRNA tRNA) możliwe jest, 
że genotoksyczne działanie MMS jest wynikiem chemicznej 
metylacji mRNA i tRNA co powoduje zaham owania syn­

tezy białka. Wykazanie, że 
chemicznie metylowane 
tRNA traci swe funkcje 
biologiczne, które następ ­
nie po inkubacji z białkiem 
AlkB zostają odzyskane, 
potwierdzają te p rzypusz ­
czenia [44],

Ostatnio stwierdzono, 
że AlkB utlenia i usuw a 
również cykliczne grupy 
etenowe, występujące w 
l ,N 6etenoA i 3,N4etenoC- 
DNA [11,12], Etenowe za­
sady powstają po reakcji 
reszt A lub C z p roduk ta ­
mi rozpadu oksydacyjnie 
uszkodzonych związków 
lipidowych lub rakotw ór­
czym chlorkiem w inylu i
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Rycina 1. Przebieg reakcji demetylacji reszt ImeA i 3meC w DNA. W reakcji, oprócz substratów ImeA i 3meC udział biorą: AlkB, 
Fe(II), 2-oksoglutaran i O,, ubocznymi produktami reakcji są bursztynian i COv a produktami pośrednimi hydroksymetylowe po­
chodne A i C, z których, po uwolnieniu grupy hydroksymetylowej w postaci formaldehydu, zostają odzyskane zasady naturalne A 
i C. Gdy substratami są etylowe pochodne zasad, zamiast formaldehydu uwalnia się acetaldehyd. Opracowano na podstawie prac 
[19, 39-421.
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Rycina 2. Reakcje utlenienia i deetenozacji reszt etenowych z l,N 6etenoA w DNA. Reakcja przebiega w sposób analogiczny jak reak­
cja demetylacji zasad przedstawiona na Ryc. 1 i wymaga dioksygenazy AlkB, Fe(II) 20G i Or  Grupa etenowa z l,N 6etenoA zostaje 
utleniona, uwodniona i odczepiona w postaci glioksalu, a zasada naturalna zostaje odzyskana. Opracowane według [11,12].

jego metabolitami (np chloroacetaldehydem, (CCA)). Reak­
cja deetenozacji przy udziale białka AlkB przebiega w spo­
sób analogiczny jak procesy demetylacji i wymaga, oprócz 
białka AlkB i Fe(II), 20G  i tlenu cząsteczkowego. N astęp­
nie egzocykliczne grupy etenowe zostają utlenione do grup 
epoksydowych, uwodnione do grup glikolowych i odcze­
pione w postaci glioksalu, co prow adzi do odzyskania pier­
wotnych zasad naturalnych (Ryc. 2).

Reakcje utlenienia 20G  do bursztynianu występują czę­
sto w  metabolizmie komórek. Te związki pojawiają się w 
cyklu utlenienia kwasów tłuszczowych i utlenienia kwasu 
cytrynowego (dawniej cykl Krebsa) oraz w wielu innych 
reakcjach syntetycznych [45], Połączenie procesów oksy­
dacyjnych z modyfikacją zasad i z procesami napraw y me- 
tylowanych i etenowanych zasad w DNA jest intrygujące. 
Wydaje się, że AlkB jest jednym  z ważniejszych białek syn­
tetyzow anym  w systemie Ada. W komórkach bakteryjnych 
występuje jedno białko AlkB. W tkankach człowieka w y­
kryto 8 różnych białek homologicznych do białka AlkB [46], 
ale tylko dla dwóch, ABIT2 i ABH3, stwierdzono aktywność 
enzymatyczną. ABH2 demetyluje reszty lm eA /3m eC  w 
dw uniciow ym  DNA, a ABH3, podobnie jak AlkB, dem ety­
luje reszty lm eA /3m eC  w DNA i z mniejszą aktywnością 
w RNA i w  niewielkim stopniu deetyluje reszty 1-etyloA. 
[38,47].

ROLA BIAŁKA ALKA

Białko AlkA (glikozylaza 3meA DNA II), podobnie jak 
konstytucyjny enzym Tag (glikozylaza 3meA DNA II), usu ­
w a reszty 3meA DNA, pozostawiając miejsca AP w DNA i 
jest to jedyna cecha wspólna dla tych obydwóch enzymów. 
AlkA różni się od Tag ciężarem cząsteczkowym (31.4 kDa 
versus 21,1 kDa) i specyficznością substratową, a w  ich bu ­
dow ie brak jest sekwencji homologicznych. Ewolucja tych 
białek przebiegała więc w sposób całkowicie odmienny. En­
zym  Tag jest wysoce specyficzny, usuw a z DNA głównie 
reszty 3meA i, z niską aktywnością, reszty 3meG z DNA 
[48]. Enzym AlkA jest mało specyficzny i oprócz 3meA usu ­
wa z DNA metylowane zasady purynow e i pirymidynowe, 
3meG, 7meG, 7meA, 7-hydroxy-etyloG, 0 2meT, 0 2meC, ich 
pochodne etylowe, a także hipoksantynę (produkt deamina- 
cji A), ksantozynę i oksaninę (produkty reakcji tlenku azotu 
z guaniną), 5-fluorouracyl oraz uwaga! zasady naturalne 
(głównie guaninę) oraz etenowane pochodne zasad: 1,N6- 
etenoA, l ,N 2- 0 2meC, l ,N 2-etenoG i 3,N4etenoC z DNA [49,

50]. AlkA jest więc następ­
nym  (poza AlkB) białkiem 
indukow anym  w  systemie 
Ada, który może uczestni­
czyć w  napraw ie etenopo- 
chodnych zasad w DNA.

U suwanie z DNA eteno 
pochodnych zasad przez 
glikozylazę DNA AlkA jest 
bardziej wydajne, niż od ­
wracanie reakcji etenozacji 
przy udziale białka AlkB. 
Wydaje się, że w ytw arza­
nie w  komórkach, w  cza­
sie szoku oksydacyjnego, 

pochodnych etenozasad jest reakcją często występującą w 
DNA, gdyż w E. coli istnieje jeszcze jeden enzym, glikozy­
laza MUG (mug) która wydajnie usuw a etenow ane zasady 
z DNA [51,52]. Być może procesy etenozacji zasad ulegają 
natężeniu w obecności czynników alkilujących.

Białko Tag usuw a 3meA głównie z dw uniciow ego DNA, 
natomiast białko AlkA usuw a 3meA z dw uniciow ego DNA, 
i z 10-20-krotnie wyższą wydajnością niż Tag z jednonicio- 
wego DNA [53]. Reszty 3meA w DNA służą jako sygnał do 
indukcji systemu SOS w E. coli [54], Usuwanie 3meA z DNA 
w pływ a więc na obniżenie indukcji system u SOS. W orga­
nizmie człowieka zidentyfikowano wiele białek napraw ia­
jących alkilowane DNA, o sekwencjach homologicznych do 
białek Ada, AlkB i AidB E. coli, ale nie znaleziono białek ho­
mologicznych do białka AlkA. Budowa glikozylaz APNG 
(zwana różnie, AAG, MPG), usuwających alkilowane zasa­
dy z DNA tkanek człowieka, jest całkowicie odm ienna od 
budow y białka AlkA E. coli.

ROLA BIAŁKA AidB

Rola białka AidB jest najmniej znana. Jego sekwencja jest 
zbliżona do sekwencji dehydrogenaz koenzym u A (CoA), 
występujących u ssaków i faktycznie białko to wykazuje 
słabą aktywność dehydrogenazy izowaleryl-CoA [55]. Wie­
my też, że nadekspresja aidB ochrania kom órki E. coli przed 
m utagennym  działaniem MNNG. Ostatnio n iespodziew a­
nie stwierdzono, że w składzie z AidB (1:1) znajduje się fla- 
wina (żółto zabarwiony barwnik, pochodna izoalloksazyny, 
składnik enzym ów oddechowych), a białko jest tetram erem  
i ma zdolność do wiązania się z dw uniciow ym  DNA co 
ochrania znaczną część białka przed proteolizą. P rzypusz­
cza się, że rolą białka jest detoksyfikacja czynników alkilu­
jących typu SN1 i być może napraw a niesprecyzowanych 
dotąd produktów  alkilacji DNA [56]. Obecność flawiny su ­
geruje udział procesów oksydo-redukcyjnych, przypuszcza 
się, że również i w tym  przypadku napraw a alkilowanych 
zasad zachodzi w  wyniku redukcji (oksydacji) alkilowanych 
zasad i przebiega w sposób bezpośredni. Rozwiązanie tego 
zagadnienia wydaje się być bardzo bliskie.

PODSUMOWANIE

N apraw a alkilacyjnych uszkodzeń w DNA przedstaw ia 
niezwykle rozbudow any system metaboliczny. Czynniki al-
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kilujące mogą indukować dw a globalne systemy napraw y 
uszkodzeń w DNA: SOS i Ada. Zarówno przy w ytwarzaniu 
uszkodzeń w  DNA, jak i w napraw ie alkilowanego DNA, 
procesy oksydacyjne przeplatają się z procesami alkilacji i 
dealkilacji. Jest to chyba pierwszy przykład tak bliskiego 
powiązania i przenikania odm iennych procesów metabo­
licznych.
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ABSTRACT
M ethylating agents belong to mutagens occurring most frequently in our environment. They methylate mainly the nitrogen bases in D N A  
and RNA, affecting their functions. In E. coli the alkylated bases are repaired by proteins and enzym es either permanently present in the cells 
(Ogt, Ada) or produced transiently (Ada, AlkB, AlkA, Aid), after induction of the Ada defence system. Alkylating agents induce also the SOS 
system, which enhances the synthesis of about 40 proteins, including those participating in recombination, replication and mutagenesis of 
DNA. All DNA interactions, modifications and repairs constitute an amazing and highly efficiently functioning cellular system. Among the 
repair proteins there are some which affect the alkylated bases in a non-conventional way, very rarely occurring in nature. Especially amazing  
is the mechanism of action of dioxogenase AlkB, which combines the repair of methyl-, ethyl- and etheno-base derivatives with oxidation and 
dissociation of the modified groups, leading to direct recovery of natural bases. This review attempts to elucidate the role of the individual 
proteins involved in the repair processes.
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Redagowanie retrowirusowego DNA jako przykład 
mechanizmu obronnego komórek człowieka

STRESZCZENIE

Proces redagowania DNA może pełnić istotną funkcję w  mechanizmach obronnych komó­
rek człowieka przed wirusem HIV. Deaminaza cytydyny człowieka, APOBEC3G, katali­

zując reakcję deaminacji deoksycytydyny do deoksyurydyny w  (-)DNA wirusa HIV, może 
prowadzić do zaburzeń w cyklu życiowym  wirusa. Mutacje tego typu obserwuje się gdy 
wiriony infekujące komórki, w  których syntezie ulega białko APOBEC3G, pozbawione są 
wirusowego białka Vif. Sporadyczne mutacje występujące w  trakcie infekcji wirusem HIV-1 
typu dzikiego mogą być przyczyną zmienności wirusa a tym samym jego oporności na leki. 
W poniższym  materiale przeglądowym przedstawiamy wyniki najnowszych badań dotyczą­
cych samego mechanizmu deaminacji, katalizowanej przez białko APOBEC3G, specyficzno­
ści jego działania, a także oddziaływania pom iędzy deaminazą a wirusowym  białkiem Vif. 
Opisane procesy mogą okazać się istotne przy projektowaniu nowoczesnych terapii skiero­
wanych przeciwko wirusowi HIV.

WPROWADZENIE

Zjawisko redagowania RNA znane jest od 1986 roku. Proces ten powoduje 
pow staw anie różnic między genem obecnym w DNA a powstałym  na jego m a­
trycy transkryptem , czyli cząsteczką RNA. Ostatnie badania wykazały jednak, 
że redagow anie może odbywać się również na poziomie DNA, spełniając istotną 
funkcję w  procesach obronnych organizmu. Jednym z białek odpowiedzialnych 
za proces redagowania DNA jest białko APOBEC3G człowieka (ang. apolipopro- 
tein B mRNA-editing enzyme, catalytic polypeptide-like 3G). Białko to, należące do 
rodziny enzym ów  katalizujących reakcję deaminacji zasady — cytozyny do u ra ­
cylu, bierze udział w modyfikacji materiału genetycznego wirusa HIV-1, co pro ­
w adzi do tranzycji G—>A. Zjawisko to, nazywane hipermutacją, zaobserwowano 
w genomach w irusów HIV-1 pochodzących z komórek jednojądrzastych krwi 
obwodowej pacjentów zakażonych wirusem HIV, po długookresowej hodowli 
tych kom órek w  warunkach in vitro. Choć wcześniej zjawisko hipermutacji pró­
bowano wyjaśnić różnicami w dostępności substratów niezbędnych w procesie 
odwrotnej transkrypcji, bądź mechanizmem zw anym  mutagenezą dyslokacyjną 
[1-3], obecnie wiadomo, że zmiany w  genomie wirusa HIV-1 wynikają z ukie­
runkow anego procesu obronnego komórek, mającego doprowadzić do m uta­
cyjnej inaktywacji wirusa i degradacji kopii jego genomowego DNA, pow sta­
jących w  procesie odwrotnej transkrypcji. W związku z nieustającymi próbami 
opracowania skutecznej terapii przeciw infekcji w irusem  HIV, odkrycie białka 
APOBEC3G i sposobu jego działania zwiększa szanse na opracowanie tak pożą­
danego leku przeciw wirusowi HIV.

PROCES REDAGOWANIA

Redagowanie określane jest często jako proces potranskrypcyjnej modyfikacji 
specyficznych miejsc w cząsteczce RNA. Obecnie wiadomo, że modyfikacjom 
może ulegać również DNA. Skutki redagowania przejawiające się zmianami 
w sekwencji RNA zostały zidentyfikowane u wielu organizmów, poczynając 
od jednokom órkowych pierwotniaków (delecje urydyny w mitochondrialnym 
mRNA Trypanosoma brucei [4]), kończąc na człowieku (m. in. deaminacja rybo- 
nukleozydu — cytydyny w transkrypcie apolipoproteiny B [5]).

Za redagow anie można uznać takie zmiany w  niedojrzałym transkrypcie, jak 
insercja, delecja oraz przekształcenie/modyfikacja jednego nukleotydu na inny. 
Takim now o pojawiającym się nukleotydem, może być ester fosforanowy ade­
nozyny, cytozyny, inozyny, guanozyny lub urydyny. Delecję zaobserwowano 
jedynie dla urydyny [6]. Modyfikacja zasady azotowej — cytozyny do uracylu 
jest dobrze poznanym  przykładem  redagowania RNA. Ten rodzaj modyfikacji, 
jako jedyny też pojawia się w  cząsteczkach jednoniciowego DNA.
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Modyfikację cytydyny do urydyny zaobserwowano po 
raz pierwszy u kręgowców w cząsteczce mRNA apolipopro- 
teiny B (apoB), gdzie następuje zamiana kodonu kodującego 
aminokwas glutaminę (CA A) na kodon stop (U A A) [5]. Gen 
dla tego białka koduje polipeptyd złożony z 4536 aminokwa­
sów, zwany apolipoproteiną B100. Ta forma białka jest syn­
tetyzowana w komórkach wątroby i wydzielana do krwio­
obiegu, a następnie transportowana do różnych tkanek or­
ganizmu. W komórkach jelita powstaje krótsza forma apoli- 
poroteiny, B tj. apolipoproteina B48 o długości zaledwie 2152 
aminokwasów. Jest ona syntetyzowana na matrycy mRNA 
dla białka pełnej długości, poddanym  jednak procesowi 
redagowania. W jego wyniku dochodzi do wcześniejszego 
zatrzym ania translacji, co prowadzi do powstania krótszego 
polipeptydu [7]. Do redagowania apolipoproteiny B w ym a­
gana jest obecność specjalnego, trójdzielnego motywu re­
gulatorowego, występującego w drugorzędowej strukturze 
RNA, otaczającego docelową zasadę (złożony jest on z trzech 
elementów: ang. efficiency element, spacer, mooring sequence). 
Potrzebne jest też działanie multiproteinowego kompleksu, 
zwanego editosomem, w skład którego wchodzi enzym o 
masie T l  kDa nazywany deaminazą cytydyny (APOBEC1) 
oraz wiele pomocniczych czynników białkowych [6]. Dea- 
minaza cytydyny występuje wyłącznie w komórkach jelita 
cienkiego. Mechanizm modyfikacji C—»U stwierdzonej w 
transkrypcie kodującym neurofibrominę, białko komórek 
nowotworowych nerwiakowłókniakowatości typu I (NFI), 
wydaje się być podobny [8],

Do rodziny deaminaz cytydyny zaliczamy wiele białek, 
przy czym wszystkie one mają zachowaną w ewolucji do ­
menę cynkowo-zależną, która jest miejscem katalitycznym 
reakcji [9], Na szczególną uwagę zasługuje tu białko APO- 
BEC3G zaangażowane w proces redagowania jednonicio- 
wego (-)DNA (ssDNA, ang. single stranded DNA) wirusa 
HIV-1, hamujące rozszerzanie się infekcji wirusa HIV-1 w 
organizmie.

REDAGOWANIE CZĄSTECZKI (-)DNA WIRUSA HIV- 
1 PRZY UDZIALE BIAŁKA APOBEC3G CZŁOWIEKA

Deaminaza APOBEC3G ma wpływ na proces replikacji 
retrow irusów  w komórkach gospodarza. Cząsteczki retro- 
w irusa po zaatakowaniu komórki, integracji DNA wirusa 
HIV z genomem gospodarza, powieleniu swojego genomu 
i syntezie białek wchodzących w skład wirionu, ulegają 
składaniu i odpączkowują od zainfekowanej komórki. Je­
żeli w  zainfekowanej komórce jest produkow ane białko 
APOBEC3G, zostanie ono włączone do kapsydu podczas 
procesu pączkowania i uwalniania wirionów. Działanie de- 
am inazy ujawnia się przy infekcji kolejnej komórki, gdy w i­
rusow a odw rotna transkryptaza kopiuje genomowy RNA 
w irusa do dwuniciowej cząsteczki DNA. Synteza zaczyna 
się od przyłączenia startera tRNA^Ys^ i prowadzi do synte­
zy pierwszej nici (-)DNA, a następnie nici (+)DNA. Białko 
APOBEC3G (Ryc. 1) katalizuje deaminację 2'-deoksycyty- 
dyny na nici (-)DNA, dając w  efekcie produkt w postaci 2'- 
deoksyurydyny [10].

N a skutek deaminacji, w nici (+)DNA pojawia się m u ­
tacja typu  G—»A, ponieważ podczas syntezy, uracyl ulega

Rycina 1. Deaminacja deoksycytydyny na ssDNA wirusa i jej prawdopodobne 
skutki: inaktywacja wirusa poprzez utrwalenie rozległych i szkodliwych dla 
wirusa mutacji (1); dezintegracja cDNA wirusa na skutek działania glikozydazy 
DNA uracylu (2). Wg. Harris i wsp. [24], oraz Gu i Sundąuist [10].

kom plem entarnem u sparow aniu  z adeniną, a nie z gua- 
niną, jakby to było w przypadku, gdyby cytozyna na nici 
(-)DNA nie ulegała deaminacji. Sekwencjonowanie poszcze­
gólnych fragm entów  w irusow ego genom u wykazało, iż 
liczba mutacji G —»A wzrasta stopniow o w k ierunku 5 '—» 
3', przy czym znacznie spada w rejonie 3'LTR (ang. long 
terminal repeats) [11]. Sugeruje to, że deam inacja dotyczy 
szczególnie 5' regionu nici (-)DNA. Co ciekawe, z identy ­
fikowano rów nież trzy mutacje C —»U, dw ie w rejonie U3 
5'LTR oraz jedną w rejonie w iązania startera PBS (ang. pri- 
mer binding site).

Przyczyną nierów nom iernie pojawiających się m u ta ­
cji G—>A oraz C—>U, może być swoistość działania APO- 
BEC3G na ssDNA. Autorzy jednego z ostatnich doniesień
[12] tłum aczą to sposobem, w jaki genom ow y RNA w irusa 
HIV ulega przepisaniu na DNA. Synteza łańcucha (-)DNA 
przebiega na m atrycy w irusow ego, genom ow ego RNA. 
Po w ykorzystaniu, RNA ulega degradacji p rzez RNazę H 
(RNnaza H traw i cząsteczki RNA w ystępujące w hetero- 
dupleksach z DNA), tym sam ym  odsłaniając deam inazie 
APOBEC3G jednoniciowy (-)DNA. Przyczyną n ierów no­
m iernego rozmieszczenia p roduk tów  deaminacji w zd łuż  
cząsteczki DNA mogą być różnice w  czasie, w  jakim  now o­
pow stałe odcinki (-)DNA pozostają w  postaci jednonicio- 
wej. Ponieważ odcinek (+)DNA jest przejściowo odsłonięty 
dla APOBEC3G, może on być poddany  działaniu deamina- 
zy, co w konsekwencji prow adzi do mutacji C—»U (Ryc. 2). 
Ostatnie dane pokazują, że APOBEC3G działa jako dim er 
na jednoniciow ym  DNA. Przy czym  jeden z m onom erów  
jako pierw szy przyłącza się do DNA. To w iązanie ma 
charakter przypadkow y. Posuwając się ruchem  będącym  
kombinacją ruchu ślizgowego i skokow ego enzym  p rze ­
prow adza reakcję deaminacji. Jednak proces ten w y stęp u ­
je wyłącznie, gdy enzym  przesuw a się w  kierunku 3 '—>5'
[13].
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Rycina 2. Proponowany mechanizm deaminacji odwrotnego transkryptu, ka­
talizowany przez APOBEC3G. (I) Synteza (-)DNA po przyłączeniu i wydłużeniu 
przez odwrotną transkryptazę startera tRNALys3 (II) Jednoniciowy koniec 
DNA łączy się z 3'LTR, a RNAza H degraduje fragment matrycy (+)RNA; (III) 
APOBEC3G katalizuje reakcję deaminacji C—► U na (-)DNA (różowe kółka). Syn­
teza (+)DNA zostaje zainicjowana w sekwencji polipurynowej (PPT) i jest utrzy­
mywana do momentu przepisania informacji z sekwencji przyłączonej ((-)DNA) 
wraz ze starterem tRNA; (IV) RNAza H trawi tRNALys1, eksponując fragment nici 
(+)DNA w miejscu wiązania startera na deaminację; (V) Cyrkularyzacja DNA na 
skutek przeniesienia zsyntetyzowanego fragmentu (+)DNA na koniec 3'(-)DNA; 
(VI) Kontynuacja syntezy. Koniec 5' łańcucha (+)DNA staje się tymczasowo jed­
noniciowy i ulega deaminacji; (VII) Kompletna cząsteczka DNA wraz z LTR. Wg. 
Navarro i Landau [12].

MECHANIZM HAMOWANIA FUNKCJI BIAŁKA 
APOBEC3G PRZEZ BIAŁKO Vif WIRUSA

Badając przyczyny ograniczonych zdolności infekcyj­
nych m utanta w irusa HIV-1, określanego jako Aiy/HIV-l 
(m utant ten nie posiadał białka Vif wirusa, ang. viral infec- 
tivity factor), zidentyfikowano gen, nazw any CEM15 [14]. 
Kodował on białko bardzo podobne do enzym u redagują­
cego mRNA apolipoproteiny B, dlatego określono je mia­
nem  APOBEC3G [15]. Zaobserwowano także, że efektywna 
infekcja w irusem  HIV-1 komórek, w których wirus natu ­
ralnie się nam nażał (tj. limfocytów T CD4+, makrofagów), 
była uzależniona od białka Vif [16]. Niektóre komórki oraz 
ich pochodne now otw orow e linie komórkowe, uniemożli­
wiały replikację w irusa AvifH W -l. N azw ano je komórka­
mi nieperm isywnym i. Takimi komórkami są limfocyty T 
CD4+, makrofagi oraz now otw orow a linia komórkowa H9 
pochodząca z białaczki limfocytów T. W komórkach permi- 
sywnych (np. nowotworowej linii limfocytów T-293T) po­
wielanie w irusów  A vifH W -l  nie było ham ow ane [14,16,17], 
Wyniki fuzji obu typów  kom órek pozwoliły wnioskować, iż 
nieperm isywność kom órek jest cechą dominującą, co św iad­
czyłoby o obecności czynnika wpływającego na naturę ko­

mórek [16]. Ustalono, że czynnikiem hamującym rozwój 
wirusa Au(/HIV-l było białko APOBEC3G [14].

Ponieważ wiriony HIV-1 typu dzikiego (zawierające biał­
ko Vif), pączkujące w  komórkach niepermisywnych zawie­
rały 140-krotnie niższy poziom białka APOBEC3G niż w irio­
ny AvifH W -l [18], wysunięto hipotezę iż białko Vif wiążąc 
białko APOBEC3G, w jakiś sposób zapobiega jego inkor­
poracji do kapsydu. Stosując metody immunoprecypitacji 
udowodniono, iż między tymi białkami zachodzą interak­
cje [18]. Na podstawie kolejnych eksperymetów, w których 
blokowano komórkowy system degradacji białek (protea- 
som), dowiedziono, iż białko Vif hamuje pakowanie białka 
APOBEC3G do pączkujących wirionów, poprzez interakcje 
zarówno z deaminazą, jak i z czynnikami komórkowymi, 
które indukują ubikwitynację enzymu i przeznaczają go do 
degradacji proteolitycznej [19]. Inni badacze udowodnili, że 
oprócz potranslacyjnej degradacji z udziałem proteosom u 
26S, białko Vif zaburza translację mRNA APOBEC3G [20].

Znany jest m echanizm  pakow ania białka APOBEC3G 
do w irionów Au//HIV-l [21]. W nieobecności białka Vif, w 
komórkach, w  których syntezie ulegało białko nukleoka- 
psydu HIV-1 Gag zaobserwowano, iż APOBEC3G ulega 
związaniu z błoną komórkową, a następnie inkorpora­
cji do cząstek w irusow o podobnych (VLPs, ang. viral like 
particles) zbudow anych z białka Gag. Jednak w obecności 
białka Vif, bądź też zm utow anego białka Gag niezdolnego 
do wiązania z błoną, nie zaobserw ow ano takiego procesu. 
W ynika z tego, iż nukleokapsyd zbudow any z białka Gag 
jest czynnikiem niezbędnym  do inkorporacji białka APO- 
BEC3G do w irionu [21].

AKTYWNOŚĆ PRZECIWWIRUSOWA 
BIAŁKA APOBEC3G

Dowodów na działanie przeciwwirusowe białka APO- 
BEC3G dostarczyły badania nad zdolnością integracji pro- 
wirusowego AvifH W  DNA do genomu komórek człowieka, 
replikacji, a w  efekcie produkcji wirionów. Wiele informacji 
dostarczyły też studia nad stopniem infekcyjności w irusa 
wstępnie hodowanego w komórkach, w których pow staw a­
ło białko APOBEC3G. Rozpatrzono między innymi przy ­
padki, w  których komórki linii permisywnej zostały zainfe­
kowane dziką formą wirusa HIV-1 (wtHIV, ang. wild type) 
lub Ai’zyHIV. Wirusy wcześniej namnożono w komórkach, 
które produkowały, bądź nie produkowały deam inazy 
APOBEC3G. Białko otoczki wirusa HIV-1 Env (ang. envelo­
pe) zostało zastąpione białkiem powierzchniowym G w irusa 
pęcherzykowatego zapalenia jamy ustnej VSV (ang. vesicu­
lar stomatitis virus) [22], Metoda ta pozwala osiągnąć wyższe 
miano wirionów i zgromadzić większy zapas wirusowych 
cząstek [23]. Z wyników eksperymentu wywnioskowano, 
iż defektywność wirusów, po okresie powielania w kom ór­
kach niepermisywnych, objawia się nawet, jeśli kolejną ko­
mórką zainfekowaną jest komórka w  pełni permisywna, na 
dodatek defektywność ujawnia się już na początku, poprzez 
obniżoną zdolność powielania materiału genetycznego w i­
rusa. Końcowym efektem jest ich praktyczna niezdolność 
do produkcji wirionów [21]. Dalsze badania pozwoliły 
stwierdzić, że gdy zawartość zintegrowanego prowiruso- 
wego AvifHTV DNA spada około 50 krotnie, to aż 800 krot­
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nie spada produkcja prawidłowego białka transgenicznego, 
w prow adzonego do genomu retrowirusa. Oznacza to, że 
zaledwie w 1 na 16 komórek białko kodowane przez wirus 
będzie produkow ane [22],

SPEKTRUM DZIAŁANIA BIAŁKA APOBEC3G

W związku z sugestiami iż białko Vif stymuluje infekcję i 
replikację onkoretrowirusa MLV (ang. murine leukemia virus), 
postanowiono sprawdzić, czy białko APOBEC3G oddziału­
je na w irus MLV. Do tego celu wykorzystano zrekombino- 
w any w irus MLV, kodujący białko żółtej fluorescencji YFP 
(ang. yellow fluorescent protein). Wirus nam nażano w kom ór­
kach, w  których dochodziło albo nie dochodziło do syntezy 
białka APOBEC3G. Następnie rekombinanty posłużyły do 
infekcji mysich fibroblastów. Poziom infekcji oszacowano 
poprzez analizę fluorescencji komórek za pomocą cytome- 
tru  przepływowego i dowiedziono, iż stopień zaham ow a­
nia infekcji wzrasta wraz z poziomem białka APOBEC3G. 
Białko APOBEC3G zlokalizowano również w wirionach 
MLV [24], Powyższe wyniki świadczą o szerokim zasięgu 
działania białka APOBEC3G [24],

Zbadano także czy APOBEC3G uczestniczy w kontro­
li retrotranspozycji jednego z retrotranspozonów genomu 
człowieka, określanego jako LINE-1 (ang. long interspersed 
element-1). Nie udow odniono jednak takiej aktywności. Jed­
nym  z wyjaśnień może być fakt, iż synteza DNA retrotrans- 
pozonu LINE-1 zachodzi w jądrze, a APOBEC3G jest głów­
nie białkiem cytoplazmatycznym [25], Ponieważ spektrum 
działania enzymu jest na tyle rozległe, że hamuje replika­
cję zarów no wirusa HIV jak i innych retrowirusów, można 
wnioskować, iż reakcja deaminacji nie jest specyficzna tylko 
dla sekwencji DNA wirusa HIV-1 [22],

PREFERENCYJNE MIEJSCA MUTACJI

Kolejne doświadczenia dostarczyły informacji dotyczą­
cych sam ego m echanizm u deaminacji. Analiza sekwencji 
DNA A vifH W -i  po kontakcie z białkiem APOBEC3G do ­
w iodła, iż deaminacja preferencyjnie zachodzi w miejscu 
5 '-T /CCG -3' na nici (-)DNA, gdzie deam inow ana deok- 
sycytydyna poprzedzona jest deoksyrybonukleotydam i 
5 '-T /C  (pirymidyna) — C, co na nici (+)DNA daje doce­
lowy trideoksynukleotyd 5'-GGA lub 5'-GGG [24]. Z kolei 
n iedaw no  odkryta deam inaza APOBEC3F, dokonuje dea­
minacji cytozyny znajdującej się w układzie 5'-TC na nici 
(-)DNA, co p row adzi do pow stania tranzycji typu  5'-GA—> 
5'-ĄA na nici (+)DNA [26]. Sekwencje te są zgodne z miej­
scami, w  których pojawiała się mutacja podczas d ługoter­
minowej hodowli komórek jednojądrzastych krwi obw o­
dowej [1,3] zakażonych w irusem  HIV-1. Praw dopodobne 
jest więc, że oba te białka biorą udział w  m utow aniu  retro ­
w irusów  in vivo. Badania potwierdziły, że w spólne działa­
nie obu enzym ów  zwiększa znacznie częstość pojawiania 
się mutacji [26].

W przeszłości sądzono, iż pojawiające się hipermutacje w 
sekwencjach wirusa HIV-1, wyizolowanych od zainfekowa­
nych osobników, były wynikiem braku równowagi pomię­
dzy dostępnym i substratami dTTP a dCTP niezbędnymi 
do syntezy wirusowego DNA [2,3]. Dowiedziono jednak,

że hipermutacje nie były wyw ołane różnicą w  dostępności 
w spom nianych deoksynukleotydów, albowiem w m om en­
cie, w  którym doszło do zachwiania rów now agi pomiędzy 
substratami nie dochodziło do hipermutacji [27],

Pojawianie się hipermutacji G—>A w materiale genetycz­
nym  wirusa typu dzikiego w  trakcie hodowli długoterm ino­
wej, zainspirowało badaczy do kolejnych badań. Porówna­
no zmiany mutacyjne pojawiające się w  DNA w irusow ym  
po infekcji komórek perm isywnych formą w irusa typu dzi­
kiego, transfekowanych, bądź nie, genem kodującym białko 
APOBEC3G. Po czterech pasażach DNA w irusa zamplifiko- 
w ano i zsekwencjonowano, dowodząc, iż istotnie częstość 
mutacji G —>A w materiale genetycznym w irusów  typu dzi­
kiego, hodowanych w komórkach, w  których APOBEC3G 
był produkow any, była znacznie wyższa od częstości w 
w irusach hodowanych w komórkach pozbawionych białka 
APOBEC3G [27]. Również mniejsza wydajność w budow y­
wania białka Vif do wirionów podczas chronicznej infekcji, 
mogła być przyczyną niewydajnej inaktywacji deaminazy
[27], Podobne doświadczenie wykazało, iż supresja infek­
cyjności w irusów  HIV-1 typu dzikiego jest zależna od po­
ziomu deam inazy w  komórce [28]. Interesujące jest, że biał­
ko APOBEC3F okazało się częściowo odporne na działanie 
Vif, choć ta spraw a pozostaje kontrowersyjna [25,29,30].

MUTACJE TYPU G-+A A ZMIENNOŚĆ WIRUSA HIV

Warto się zastanowić, jaki jest realny w pływ  hiperm u­
tacji G—»A na żywotność wirusa, w  czasie długotrwałej in­
fekcji HIV-1. Prawdopodobnie, ograniczone działania APO- 
BEC3G na materiał genetyczny HIV-1 ma istotne znaczenie 
dla zwiększania zmienności pierwotnej populacji wirusa, a w 
konsekwencji dla zwiększenia oporności wirusa na działanie 
mechanizmów obronnych organizmu oraz na leki [27].

PROCESY PROWADZĄCE DO 
NIESTABILNOŚCI WIRUSA HIV

Omawiając mechanizm mutacyjny, zachodzący w czą­
steczce (-)DNA wirusa Az’//HIV-l, w arto się zastanowić, 
jaki w pływ  na dalsze losy wirusa mają procesy następują­
ce po zjawisku deaminacji. Po pierwsze o ile prow irusow y 
DNA zintegruje się z genom em  gospodarza, to h iperm uta­
cje mogą okazać się dla w irusa letalne, np. może powstać 
przedwczesny kodon stop w mRNA kodującym białko w i­
rusowe [24,31] lub też zm utow ane białka w irusowe. Może 
także dojść do sytuacji, w której w irusow a nić (-)DNA bę­
dzie na tyle niestabilna, że prow irus w  ogóle nie ulegnie 
integracji do genomu gospodarza. D eoksyurydyna zawarta 
w  nici (-)DNA może zostać rozpoznana przez glikozydazę 
DNA uracylu (enzym ten również ulega inkorporacji do wi- 
rionu podczas pączkowania) i wycięta, tworząc miejsce AP 
(apirymidynowe) rozpoznaw ane z kolei przez endonukle- 
azę. Następnie w szlaku charakterystycznym  dla napraw y 
DNA — BER (ang. base excision repair) dojdzie do usunięcia 
cukru z miejsca AP. Ponieważ zm utow anych miejsc w czą­
steczce (-)DNA będzie na tyle dużo, iż zostanie ona wielo­
krotnie przecięta przez nukleazę, taki DNA nie będzie mógł 
dalej służyć jako matryca do syntezy drugiej nici (+)DNA i 
ulegnie stopniowej degradacji w cytoplazmie. Intrygujący 
pozostaje cel, dla którego wirus pakuje do kapsy du  cząstecz­
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ki glikozydazy DNA uracylu. Prawdopodobnie, enzym ten 
ma zapobiegać spontanicznej deaminacji deoksycytydyny w 
DNA HIV-1 (Ryc. 1) [24], Pozostaje jeszcze trzecia możliwa 
przyczyna niestabilności w irusa, a mianowicie, zmiana spe­
cyficzności inicjacji syntezy drugiej nici (+)DNA, ze wzglę­
du na obecność deoksyurydyny w pierwszej nici (-)DNA. 
Każda z wym ienionych sytuacji może być praw dopodobną 
przyczyną zmniejszenia produkcji w irusów  w komórkach, 
w których APOBEC3G ulega syntezie względem tych, w  
których deam inaza nie występuje [24].

SPECYFICZNOŚĆ BIAŁKA VIF

Mimo entuzjazmu, jaki wzbudziło odkrycie białka APO- 
BEC3G i poznanie jego roli w  procesie redagowania, częstość 
mutacji G—»A prowirusowego DNA HIV-1 typu dzikiego 
jest dowodem, iż w irus dobrze sobie radzi z redagowaniem 
obronnym w komórkach człowieka. Badania prowadzone 
nad białkiem APOBEC3G pochodzącym od innych przedsta­
wicieli ssaków, dały ciekawe wyniki. Okazało się bowiem, iż 
cząsteczka Vif w irusa HIV-1 jest bierna w  stosunku do biał­
ka APOBEC3G pochodzącego z myszy. Nie zapobiega ona 
pakowaniu do wirionu ani białka myszy, ani małpy (Małpy 
Starego Świata, tu: Makaki, AGM (ang. African Green Mon- 
key) - Zielone Małpy Afrykańskie), tym samym dowodząc, 
że APOBEC3G z tych organizmów silnie hamuje infekcję 
wirusem HIV-1. Vif hamuje jednak aktywność białka kodo­
wanego przez małpy człekokształtne (tu: szympansa) [18]. 
Specyficzność gatunkowa interakcji, zachodzących pomię­
dzy APOBEC3G a Vif, może być barierą zawężającą infekcje 
wirusem HIV-1 do organizmów gatunku ludzkiego.

CZYNNIKI WPŁYWAJĄCE NA WRAŻLIWOŚĆ 
BIAŁKA APOBEC3G NA BIAŁKO VIF

Powyższe odkrycia pociągnęły za sobą kolejne pytanie, 
a mianowicie, jakie różnice w  białku pochodzącym z czło­
wieka, myszy i małpy, powodują tak odmienny wpływ na 
infekcję w irusem  HIV-1? Odpowiedź jest dość zaskakująca. 
Okazało się, iż zaledwie jeden aminokwas (kwas asparagi­
nowy — D) w pozycji 128 białka APOBEC3G człowieka i 
białka pochodzącego z Zielonej Małpy Afrykańskiej — AGM 
(lizyna — K) w arunkuje gatunkowo-specyficzną wrażliwość 
tych białek na proteolityczną degradację z udziałem białka 
Vif wirusa [32], Warto wspomnieć, że niewielkie ilości biał­
ka APOBEC3G człowieka oraz AGM, ale zmutowanego w 
pozycji 128 (mutacja ta powoduje wrażliwość na białko Vif), 
ulegały w budow aniu do wirionów, nawet w  obecności Vif, 
co jednak mogło być skutkiem sztucznych w arunków do­
świadczalnych z udziałem wektorów do nadekspresji. Po­
ziom z jakim infekcyjność wirusa HIV-1 typu dzikiego ule­
ga hamowaniu jest tu ciągle na znacznie niższym poziomie 
niż w przypadku wirusa defektywnego lub też w  układzie z 
udziałem białka AGM typu dzikiego [32]. Co więcej, mutant 
białka APOBEC3G człowieka z substytucją D128K, podobnie 
jak AGM APOBEC3G, wykazywał oporność na neutralizują­
ce działanie białka Vif wirusa HIV-1 [33,34,35]. Wbrew ocze­
kiwaniom, zm utow ane białko APOBEC3G D128K tworzyło 
kompleksy z białkiem Vif, co wykazano za pomocą immu- 
noprecypitacji białek pochodzących z lizatów komórkowych 
po kotransfekcji wektorami niosącymi geny Vif i APOBEC3G 
D128K [33,35]. Dodatkowo białko APOBEC3G z substytucją

D128K okazało się wrażliwe na działanie białek Vif pocho­
dzących od wirusów SIVmac239 (ang. simian immunodeficien- 
cy virus) oraz HIV-2, które wchodząc w kontakt z deaminazą 
od razu kierowały białko APOBEC3G na drogę degradacji 
proteolitycznej [35]. Wydaje się, że oddziaływania zachodzą­
ce między białkiem APOBEC3G D128K człowieka a białkiem 
Vif HIV-1 są różne od tych między czynnikiem wirusowym  
a naturalną formą deaminazy i że są one niewystarczające 
by zainicjować degradację enzymu. Być może, białko Vif po­
przez kontakt z APOBEC3G inicjuje jego zmiany konforma- 
cyjne, co w konsekwencji prowadzi do rozpoznania go przez 
system ubikwitynujący jako źle sfałdowane i następuje jego 
degradacja. Możliwe, że mutacja typu D128K zapobiega ta­
kiemu działaniu.

Z terapeutycznego punktu  widzenia, w prow adzenie ta ­
kiego zmienionego białka do komórek mogło by okazać się 
pomocne w leczeniu infekcji w irusem HIV-1.

PODSUMOWANIE

Odkrycie białka APOGEC3G, katalizującego reakcję de ­
aminacji deoksycytydyny w cząsteczce (-)DNA, powstają­
cej podczas procesu odwrotnej transkrypcji genomowego 
RNA wirusa HIV-1, rzuca nowe światło na procesy obron­
ne organizmu, uczestniczące w zwalczaniu infekcji HIV-1. 
Choć mechanizm ten jest niewydolny ze względu na neu ­
tralizujące działanie czynnika Vif wirusa, poznanie jego, a 
także źródła wrażliwości APOBEC3G na białko Vif, może 
się okazać istotne w celu uskuteczniania walki z w irusem  i 
zapobiegania skutkom jego infekcji. Uwagę warto zwrócić 
między innymi na inhibitory białka Vif oraz związki zakłó­
cające jego oddziaływanie z czynnikami komórkowymi kie­
rującymi APOBEC3G do degradacji. Należało by również 
zastanowić się nad opracowaniem terapii genowej, w yko­
rzystującej jako transgen sekwencję białka APOBEC3G z 
mutacją D128K, o ile białko to nie będzie powodować odpo ­
wiedzi immunologicznej organizmu.

Świat w irusów jest jednak bardziej skomplikowany niż 
może się to wydawać, dlatego warto sobie uzmysłowić, że 
nawet, jeśli terapia genowa okazałaby się skuteczną bronią 
przeciw HIV-1, najprawdopodobniej nie zapobiegałaby ona 
zakażeniu w irusem HIV-2. Ponadto, ciężko jest przewidzieć 
skutki takiej ingerencji człowieka w organizm, tym bardziej, 
gdy nie dysponuje się odpow iednim  zwierzęcym m odelem  
doświadczalnym.
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ABSTRACT
The editing process may play an essential role in the antiviral cell defense. The human cytidine deaminase APOBEC3G, that catalyses the de- 
oxycytidine to deoxyuridine deamination reaction in the reverse transcript of the HIV-1 genome, leads to instability of the viral DNA, if only 
HIV-1 virion is defective and lacks the Vif protein. This mechanism has an affect on G —>A hipermutation appearing in the provirus DNA and 
defective HIV-1 viral RNA, yielded in infected cell. Such hipermutation has previously been discovered in the viral HIV-1 genome, produced 
in peripheral blood mononuclears that were long-term cultured after collection from infected patient. Probably, the deamination reaction that 
is inhibited in the w ild type HIV-1 by the V if protein, occurs rarely during infection and thus increases viral diversity and drug's resistance. 
In this review, w e present the results of latest studies concerning the mechanism of viral DN A deamination, specifity of this process and 
APOBEC3G - HIV-1 Vif interactions, that may be useful in designing the new anti-HIV therapies.
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Krótkie interferencyjne RNA działające in trans

STRESZCZENIE

Obecnie RNA uważany jest za jeden z głównych czynników kontrolujących proces eks­
presji informacji genetycznej. Przeprowadzone w ostatnich latach badania pozwoliły  

wyróżnić kilka typów krótkich regulatorowych RNA biorących udział w  potranskrypcyjnym  
wyciszaniu genów, a także w  epigenetycznej modyfikacji DNA. Najpóźniej poznaną grupą 
są krótkie interferencyjne RNA działające in trans (tasiRNA). Jak dotąd zidentyfikowano 
jedynie 5 genów kodujących tasiRNA u Arabidopsis thaliatia. TasiRNA powstają w  oparciu 
o niekodujące prekursorowe RNA. W pierwszym etapie cząsteczki prekursorowe podda­
wane są ukierunkowanej hydrolizie w  obrębie sekwencji rozpoznawanej przez specyficzne 
miRNA. Następnie polimeraza RNA zależna od RNA (RDR6) przekształca oba fragmenty 
prekursora do formy dwuniciowej (dsRNA). W kolejnym etapie endorybonukleaza typu Di- 
cer (DCL4) „wycina" z dsRNA funkcjonalne 21-nukleotydowe tasiRNA. TasiRNA, podobnie  
jak w iększość miRNA, biorą udział w  potranskrypcyjnym wyciszaniu genów. Stwierdzono, 
że tasiRNA uczestniczą w regulacji ekspresji genów kodujących białka odpowiedzi na au- 
ksyny (ARF) i białka PPR zawierające charakterystyczny 35-aminokwasowy motyw.

WPROWADZENIE

Przełom XX i XXI wieku obfitował w wiele niezwykle istotnych dokonań w 
dziedzinie biologii molekularnej. Jednym z najbardziej fascynujących wydaje się 
być odkrycie krótkich cząsteczek RNA odpowiedzialnych za regulację procesu 
ekspresji informacji genetycznej. W rezultacie podjętych badań zidentyfikowano 
wiele tego typu cząsteczek zarówno w organizmach zwierzęcych, jak i roślin­
nych. Stwierdzono, iż zazwyczaj są one w yzwalane z większych dwuniciowych 
lub częściowo dwuniciowych prekursorowych RNA. W pierwszym etapie czą­
steczka prekursorow a cięta jest na 20-28 nukleotydowe dupleksy, posiadające 
dwa niesparowane nukleotydy na obu końcach 3' i grupę fosforanową na obu 
końcach 5'. Następnie jedna z nici dupleksu włączana jest do kompleksu białko­
wego, w którym  służy jako sonda umożliwiająca precyzyjne rozpoznanie kom ­
plementarnych sekwencji obecnych w DNA lub RNA. W zależności od rodzaju 
kompleksu, do jakiego w budow any został krótki RNA, zhybrydyzowana z nim 
cząsteczka jest cięta lub modyfikowana [1-9].

Początkowo wszystkie identyfikowane 20-28 nukleotydowe cząsteczki okre­
ślano m ianem  krótkich interferencyjnych RNA (siRNA, ang. smali interfering 
RNA). Dokładniejsze analizy ujawniły jednak istotne różnice zarówno w po ­
chodzeniu, jak i sposobie działania poszczególnych cząsteczek. Okazało się, 
iż znaczna ich część zakodowana jest w genomie, podczas gdy pozostałe po ­
wstają w oparciu o egzogenne RNA lub DNA (np. w prow adzone do komórki 
w wyniku infekcji wirusowej). Stwierdzono, że dłuższe cząsteczki (ok. 24-28 nt) 
wpływają na strukturę genomowego DNA, a nieco krótsze (20-23 nt) indukują 
degradację mRNA lub hamują translację. Biorąc pod uwagę zarówno biogene- 
zę, jak i sposób funkcjonowania krótkich regulatorowych RNA podzielono je na 
dwie zasadnicze grupy; pierwszą tworzą siRNA drugą mikro RNA (miRNA; 
ang. micro RNA). Jednakże wraz ze wzrostem  naszej wiedzy na temat krótkich 
regulatorowych RNA proponow ane są ich dalsze podziały na mniejsze, bardziej 
wyspecjalizowane podgrupy [10].

Obecnie postuluje się, iż w  komórkach roślin obok miRNA występują trzy 
typy siRNA: rasiRNA (siRNA związane z sekwencjami powtórzeniowymi; ang. 
repeat-associated siRNA), egzogenne siRNA oraz tasiRNA (siRNA działające in 
trans; ang. trans-acting siRNA) [10-13]. MiRNA stanowią najliczniejszą grupę 
krótkich regulatorowych RNA. Większość z nich kodowana jest przez specjalne 
geny (tzw. geny MIR) występujące w genomie jądrowym. Niekiedy jednak sek­
wencje kodujące miRNA ulokowane są w  intronach genów białkowych [1,14,15]. 
W procesie pow staw ania w pełni funkcjonalnych miRNA wyróżnić można dw a 
podstaw ow e etapy. W pierwszym, transkrypt genu MIR zwany pri-miRNA tra­
wiony jest przez endorybonukleazę typu Dicer (u Arabidopsis thaliana DCLI, ang.

Zbigniew Warkocki1 

Marek Figlerowicz2'

’W ydział Biologii; U niwersytet im. 
A dam a Mickiewicza w  Poznaniu 
2Instytut Chemii Bioorganicznej PAN, Poznań

Instytut Chemii Bioorganicznej PAN, ul. 
Noskowskiego 12/14, 61-704 Poznań; e-mail: 
m arekf@ ibch.poznan.pl, tel. (061) 852 85 03

A rtykuł otrzym ano 15 marca 2006 r.
A rtykuł zaakceptowano 20 kwietnia 2006 r.

Słowa kluczowe: tasiRNA, miRNA, geny TAS, 
regulacja ekspresji genów

Wykaz skrótów; ARF (ang. auxin response fac­
tors) — białka odpow iedzi na auksyny; DCL 
(ang. Dicer-like protein) — endorybonukleaza 
typu  Dicer; miRNA (ang. micro RNA) — m i­
kro RNA; PPR (ang. pentatricopeptide repeats)
— trzydziestopięcio-am inokwasowe pow tó­
rzenia; rasiRNA (ang. repeat-associated small in­
terfering RNA) — krótkie interferencyjne RNA 
zw iązane z sekwencjami pow tórzeniow ym i; 
RDR (ang. RNA-dependent RNA polymerase) — 
polim eraza RNA zależna od RNA; RISC (ang. 
RNA-induced silencing complex) — kom pleks 
wyciszający indukow any przez RNA; SGS3 
(ang. suppressor of gene silencing 3) — supresor 
w yciszania genów; siRNA (ang. small interfer­
ing RNA) — krótkie interferencyjne RNA; TAS
— gen kodujący tasiRNA; tasiRNA (ang. trans­
acting small interfering RNA) — krótkie interfe­
rencyjne RNA działające in trans

Podziękowanie: Praca pow stała w  ram ach re­
alizacji projektu badaw czego finansowanego 
przez M inisterstw o Edukacji i Nauki, n r  p ro ­
jektu: PBZ-KBN-089/  P06/  2003

Postępy Biochemii 52 (3) 2006 253http://rcin.org.pl

mailto:marekf@ibch.poznan.pl


Dicer-like protein). W rezultacie uwolniony zostaje tzw. pre- 
miRNA przyjmujący charakterystyczną strukturę spinki do 
w łosów (ang. hairpin). W drugim  etapie pre-miRNA staje się 
substratem  dla rybonukleazy DCLI, która wycina z niego 
21-nukleotydowy miRNA [16,17]. W przypadku A. thaliana 
w  biogenezę miRNA zaangażowane jest także białko HYLI 
(białko wiążące dsRNA; ang: Hyponastic leaves), HENI (me- 
tylotransferaza; ang: Hua enhancer) oraz HASTY (transportu­
je miRNA z jądra do cytoplazmy) [18-22]. Dojrzałe miRNA 
włączane są do kompleksu RISC (kompleks wyciszający in­
dukow any przez RNA; ang. RNA-induced silencing complex) 
i uczestniczą w hydrolizie komplementarnych mRNA [23]. 
Regulacja ekspresji genów roślinnych przez miRNA ma za­
tem  charakter potranskrypcyjny.

RasiRNA są odpowiedzialne za wyciszanie sekwencji 
powtórzeniowych, z których się wywodzą. W A. thaliana 
cząsteczki te powstają przy udziale polimerazy RNA zależ­
nej od RNA (RDR2) oraz białka typu Dicer — DCL3. Funk­
cjonalne 24-nukleotydowe cząsteczki rasiRNA wchodzą w 
kom pleks z białkiem A G 04 i uczestniczą w tworzeniu hete- 
rochromatyny. W stępny etap tego procesu polega na mety- 
lacji reszt cytydynowych w DNA oraz lizyn 9 w histonach 
H3 [24,25,26]. W następstwie infekcji wirusowej lub w pro ­
w adzenia do komórki transgenu tworzone są egzogenne 
siRNA. Podobnie jak rasiRNA wpływają one na funkcjono­
w anie sekwencji, z których się w ywodzą. Ich pojawienie się 
p row adzi zatem do wyciszenia genów wirusowych (VIGS; 
ang: virus induced gene silencing) lub transgenów (TIGS; ang: 
transgene induced gene silencing) [24,27-30].

TasiRNA są najpóźniej odkrytym typem krótkich regula­
torowych RNA [31-35], W przeciwieństwie do pozostałych 
rodzajów siRNA, wpływają one na ekspresję innych genów, 
aniżeli te, z których się wywodzą. TasiRNA podobnie jak 
miRNA kodowane są przez specjalne geny jądrowe, tzw. 
geny TAS. W biogenezę tasiRNA zaangażowane jest biał­
ko: RDR6 (polimeraza RNA zależna od RNA — w starszych 
publikacjach określana także jako SGS2/SDE1), SGS3 i 
DCL4 oraz co najdziwniejsze miRNA.

ODKRYCIE tasiRNA

W 2004 roku ukazały się dwie publikacje [31,32] informu­
jące o odkryciu krótkich regulatorowych RNA różniących 
się od wcześniej poznanych siRNA [24,25,36] oraz miRNA 
[1,37]. Autorzy pierwszej z prac starali się zidentyfikować 
czynniki kontrolujące procesy rozwojowe u A. thaliana [31]. 
W tym  celu poszukiwali m utantów A. thaliana podobnych 
fenotypowo do roślin z niefunkcjonalnym genem z/p1 (w 
literaturze określany także jako: zippy, argonautę 7, agoT). 
Wcześniej zaobserwowano bowiem, że m utant zip-l cha­
rakteryzuje się przedwczesnym wystąpieniem cech zwią­
zanych ze zmianą fazy wzrostu, m.in. dwa pierwsze liście 
rozety u zip-l są wydłużone i podwijają się ku dołowi w 
przeciwieństwie do roślin typu dzikiego, u których są one 
okrągłe i płaskie. Dodatkowo, u zip-l szybciej pojawiają 
się włoski na górnej powierzchni liści, a także występują 
charakterystyczne zmiany w obrębie kwiatostanu [38]. W 
rezultacie, zidentyfikowano m utanty rdr6-ll i sgs3-ll, u

których stwierdzono zwiększoną ilość transkryptów  ge­
nów Atlg63130 i At5gl8040. U m utantów  rdr6-ll i sgs3-ll, 
podobnie jak u zip-l, w zwiększonej ilości występowały 
również transkrypty genów z rodziny ARF  (ARF3 i ARF2). 
Wykazano, że u rdr6-ll i sgs3-ll wzrostowi akumulacji 
transkryptu At5gl8040 towarzyszy zanik trzech krótkich 
interferencyjnych RNA (siRNA255, siRNA289 i siRNA752). 
Zaobserwowane zmiany nie wpływały jednak na proces po­
wstawania miRNA. Zidentyfikowano także 3 loci, z których 
każde, koduje kilka różnych siRNA oraz jedną wspólną 
dla wszystkich cząsteczkę zw aną siR255. Uzyskane w yni­
ki wskazywały, że nowo scharakteryzowane siRNA w pły­
wają na ekspresję innych genów niż te, z których się w y­
wodzą, stąd zostały określone jako działające in trans (ang. 
trans-acting). Podobne obserwacje poczynili autorzy drugiej 
publikacji [32]. Badając m utanty sgs3-l i sgs2-l (rdró) ziden­
tyfikowali oni sześć genów (Tabela 1), których transkrypty 
ulegały kilkukrotnie wyższej akumulacji niż u roślin typu 
dzikiego. Z zaskoczeniem stwierdzono, że w obrębie jedne­
go z tych transkryptów  (At2g27400) występują sekwencje 
całkowicie identyczne lub kom plem entarne do dw unastu 
wcześniej sklonowanych 21-nukleotydowych RNA. Co 
ważne, cząsteczki te występowały u roślin typu dzikiego, 
były jednak nieobecne u m utantów  sgs3-l i sgs2-l (rdr6). W 
roślinach typu dzikiego wykryto także produkty degrada­
cji trzech z sześciu wspom nianych powyżej transkryptów 
(At5gl8040, At4g29760, At4g29770). Do ich cięcia dochodzi­
ło zawsze w  obrębie sekwencji komplementarnej do jedne­
go z 21-nukleotydowych RNA pochodzących z At2g27400.

GENY KODUJĄCE tasiRNA

Jak dotąd w genomie Arabidopsis thaliana zidentyfikowa­
no 5 loci, z których każde koduje kilka tasiRNA [31-34,39]. 
Allen i wsp. zaproponowali aby sekwencje DNA kodujące 
tasiRNA nazwać genami TAS: TASla  (At2g27400), TASlb  
(Atlg50055), TASlc  (At2g39675), TAS2 (At2g39680) i TAS3 
(At3gl7185) [33], Występujące w ich obrębie sekwencje 21- 
nukleotydowych tasiRNA bezpośrednio ze sobą sąsiadują, 
ale nie zachodzą na siebie [32-34], Gen TAS3 w przeciwień­
stwie do TASla, b, c i TAS2 jest silnie konserwowany ewolu­
cyjnie zarówno u roślin jedno-, jak i dwuliściennych [33,39]. 
Wszystkie wymienione geny TAS ulokowane są pomiędzy 
rejonami kodującymi białka, a ich transkrypcja zachodzi 
najprawdopodobniej przy udziale polimerazy III [33].

Dotychczas najpełniej scharakteryzowano transkrypty 
TASla i TAS2. W obrębie 926 nt TASla wyróżniono dw a 
egzony oraz centralnie ulokowany intron o długości 572 nt. 
Stwierdzono, że dojrzały transkrypt podobnie jak mRNA 
posiada kap na końcu 5' i jest poliadenylowany na końcu 3'. 
Nie koduje jednak białka, lecz co najmniej 10 tasiRNA. Do­
datkowo 2 tasiRNA powstają z nici komplementarnej, za 
syntezę której odpowiedzialna jest roślinna polimeraza 
RNA zależna od RNA [32], Tworzenie krótkich regulato­
rowych RNA zarówno z transkryptu TASla, jak i z kom ­
plementarnego RNA umożliwia opisany w dalszej części 
pracy mechanizm powstawania tasiRNA. Transkrypt TAS2 
wykazuje szereg podobieństw  do TASla: ma kap, jest po­
liadenylowany oraz posiada umieszczony centralnie intron

'Dalej w tekście termin „mutant" odnosi się do roślin posiadających mutacje typu delecji, insercji lub substytucji. Zmutowane rośliny cechują się brakiem, lub prawie cał­
kowitą utratą aktywności białka kodowanego przez dany gen. Dodatkowe oznaczenia numeryczne są zgodne ze stosowanymi przez autorów cytowanych publikacji.
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Tabela 1. Geny i regulujące ich ekspresję tasiRNA.

Locus TasiRNA (TAS) Identyfikacja Odnośnik
(kodowane tasiRNA literaturowy
białko)

At5g62000
(ARF2)

tasiR2141 (TAS3) 
tasiR2142 (TAS3)

a. k. 33, 39

At2g33860
(ARF3)

tasiR2141 (TAS3) 
tasiR2142 (TAS3)

a. k. i eks. 31, 33, 39

At5g60450
(ARF4)

tasiR2141 (TAS3) 
tasiR2142 (TAS3)

a. k. i eks. 31, 33, 39

A tlgl2770 ( 
białko PPR)

tasiR2140 (TAS2) a. k. i eks. 33, 34

Atlg63130 
(białko PPR)

tasiR2140 (TAS2) a. k. i eks. 31, 33, 34

Atlg63230

(?)

(TAS2) a. k. i eks. 34

Atlg62930

(?)

(TAS2) a. k. i eks. 34

At4g29760

(?)

tasiR255 (TASlc) 
tasiR752 (TASla)

a. k. i eks. 32

At4g29770

(?)

tasiR850 (TASlc) 
tasiR255 (TASla,b,c) 
tasiR752 (TASla)

a. k. i eks. 32, 33

At5gl8040

(?)

tasiR850 (TASlc) 
tasiR255 (TASla,b,c) 
tasiR752 (TASla)

a. k. i eks. 31,32

? — gen o nieznanej funkcji; a. k. — analiza kom puterow a, eks.
— eksperym entalnie; wg h ttp ://a srp .c g rb .o re g o n sta te .e d u /d b / [67]

o długości 569 nt [34]. Niezwykle interesującą cechą obu 
transkryptów jest to, iż cząsteczki tasiRNA są kodowane w 
obrębie ich intronów. Dodatkowo zasugerowano związek 
pomiędzy produkcją tasiRNA, a enzymami zaangażow any­
mi w biogenezę i/ lu b  funkcjonowanie miRNA [32,33].

ROLA miRNA W TWORZENIU tasiRNA

Analizując zidentyfikowane wcześniej miRNA Allen i 
wsp. stwierdzili, że miR173 i miR390 są komplementarne 
do pięciu transkryptów TAS [33], W ykryto produkty cięcia 
transkryptów TASla, TASlb, TASlc i TAS2 w środku sek­
wencji komplementarnej do miR173 [33,34]. Zidentyfiko­
wano także dw a produkty trawienia TAS3 RNA, z których 
jeden odpowiadał fragmentowi powstającemu w efekcie 
cięcia w obrębie sekwencji rozpoznawanej przez miR390. W 
przypadku drugiego fragmentu zasugerowano, iż powstaje 
on na skutek trawienia zachodzącego z udziałem hipote­
tycznej cząsteczki 5'D2(-) [33] (Ryc. 1).

Obecnie uważa się, iż proces tworzenia tasiRNA (Ryc. 2) 
zostaje zainicjowany przez ukierunkowane cięcie pierw ot­
nego transkryptu TAS, zachodzące dokładnie pomiędzy 10 
a 11 nukleotydem 21-nukleotydowej sekwencji rozpozna­
wanej przez miR173 lub miR390. W rezultacie wygenerow a­
ne zostają dwie nowe cząsteczki: jedna zwana fragmentem 
5' (posiada kap na końcu 5'), druga fragmentem 3' (posiada 
poli(A) na końcu 3'). Są one rozpoznawane przez polimera- 
zę RNA i wykorzystywane jako matryce do syntezy dw u- 
niciowego RNA. Następnie endorybonukleaza typu Dicer 
tnie dwuniciowe RNA na 21-nukleotydowe odcinki [33,34], 
Trawienie nie zachodzi jednak w sposób przypadkowy, lecz 
sekwencyjny. Białko typu Dicer odcina krótkie dupleksy 
RNA poczynając od końców powstałych w wyniku ukie­
runkowanego trawienia pierwotnego transkryptu TAS (na 
końcach tych nie występuje kap ani ogon poli(A)) [40], Po­
wyższy model tłumaczy, dlaczego sekwencje poszczegól­
nych tasiRNA nie zachodzą na siebie, lecz bezpośrednio ze 
sobą sąsiadują oraz dlaczego powstawanie tasiRNA u w a ­
runkowane jest obecnością miRNA. Zgodnie z przyjętym 
scenariuszem powstawania tasiRNA są one nieobecne u 
m utantów hyll, henl i agol, u których biogeneza lub funk­
cjonowanie miRNA jest zaburzone. Znacznie zmniejszoną 
ilość tasiRNA w ykrywa się natomiast u m utanta dcll-7, któ ­
ry posiada zredukow aną aktywność DCLI [41].

Analiza sekwencji zidentyfikowanych tasiRNA ujawniła, 
iż w  przypadku TAS3 powstają one z fragmentów 5', nato ­
miast w przypadku TASla, b, c oraz TAS2 są generowane 
z fragmentów 3' [33], W yniki szczegółowych badań  TAS2 
RNA pozwalają sadzić, iż jego cięcie przez kom pleks 
RISCmiR173 ma miejsce dopiero po zakończeniu tran sk ry p ­
cji [34], Stw ierdzono ponadto , że zarówno z fragmentu 5', 
jak i 3' w ytwarzane są dłuższe 24-nukleotydowe siRNA. Su­
geruje się, że powstają one przy udziale innego białka typu 
Dicer aniżeli 21-nukleotydowe tasiRNA.

UDZIAŁ BIAŁEK RDR6, SGS3 I DCL4 
W TWORZENIU tasiRNA

Białko RDR6 jest jedną z sześciu polimeraz RNA zależ­
nych od RNA występujących w A. thaliana. Z dostępnych 
obecnie danych wynika, że kodujący ją gen rdró ulega kon­
stytutywnej ekspresji [27,29]. Znacznie słabiej poznane jest 
białko SGS3. Posiada ono domenę zwaną palcem cynko­
wym  i stąd przypuszcza się, że SGS3 jest zdolne do w iąza­
nia RNA [42], Białko DCL4 jest jedną z czterech endorybo-

Rycina 1. Przykładowy odcinek dwuniciowego RNA, z którego generowane są tasiRNA. Pierwotny transkrypt TAS3 podlega cięciu w środku sekwencji rozpoznawanej 
przez miR390 (kursywa, podkreślenie). Powstały fragment 5' służy jako matryca do syntezy dwuniciowego RNA przez polimerazę RNA zależną od RNA (RDR6). Na­
stępnie endorybonukleaza typu Dicer (DCL4) generuje 21-nukleotydowe tasiRNA. Klamry obejmują sekwencje dwuniciowych tasiRNA. Nad klamrami umieszczone są 
nazwy tasiRNA [wg 67]. Sekwencja tasiRNA1778 i fragment rozpoznawany przez miR390 są wyróżnione kursywą i podkreśleniem.
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Rycina 2. Biogeneza tasiRNA (jasnoniebieskie tło) i miRNA (jasnozielone tło) — szczegółowy opis obu procesów przedstawiony został w tekście.

nukleaz typu Dicer obecnych u Arabidopsis [2,43]. W ykaza­
no, że białka RDR6 i SGS3 biorą udział w  potranskrypcyj- 
nym  wyciszaniu genów indukow anym  obecnością obcych 
sekwencji (np. transgenów) w prow adzonych  do genom u w 
orientacji sens lub pojawieniem się w irusa DNA. Nie biorą 
one natomiast udziału w  wyciszaniu indukow anym  przez:
(i) transgeny o charakterze odwróconych pow tórzeń, (ii) w i­
rusy  RNA oraz (iii) sekwencje pow tórzeniow e będące źród­
łem rasiRNA [25,27,29,30,44], TasiRNA nie zostały wykryte 
w  m utantach rdró i sgs3 co sugeruje, iż białka RDR6 i SGS3 
odgrywają zasadniczą rolę w biogenezie tych krótkich re­
gulatorowych RNA [31-34], P raw dopodobną funkcją SGS3 
jest stabilizacja fragmentów 3' i 5' powstałych w  wyniku 
ukierunkow anego cięcia transkryptów  TAS. Produkty  tra­
wienia TAS2 RNA nie są bowiem obecne lub ich ilość jest 
znacznie zredukow ana w mutancie sgs3. Przeciwny efekt, 
tj. podw yższoną akumulację fragm entów  3' i 5' powstałych 
w w yniku cięcia TAS2, obserwowano u m utanta rdró [34], 
W ydaje się zatem, że fragmenty TAS stanowią odpow iednią 
matrycę dla RDR6, która przekształca je w  dsRNA, będący 
substratem  dla endonukleazy typu  Dicer [33,34], Jak do­
tąd nie w iadom o jednak w jaki sposób roślinna polimeraza 
RNA rozpoznaje cząsteczki matrycowe. Zaproponow ano

dw a mechanizmy ich selekcji [45,46]. Pierwszy zakłada, że 
dostarczenie polimerazy do końca 3' cząsteczki RNA zacho­
dzi dzięki specyficznym oddziaływaniom  RDR6 z komplek­
sem RISCmiRNA. Drugi przyjmuje, że polimeraza preferencyj­
nie wiąże uszkodzone mRNA, tj. cząsteczki pozbawione 
kapu lub ogona poli(A). Niezależnie jednak od sposobu, w 
jaki RDR6 rozpoznaje matrycę, uw aża się, że to właśnie ona 
jest odpowiedzialna za dobudow anie komplementarnej nici 
RNA do fragm entów 3' i 5'.

Funkcjonalne tasiRNA są uwalniane z dwuniciowych 
prekursorów RNA przez DCL4. Białko to odcina sekwencyj­
nie 21-nukleotydowe dwuniciowe tasiRNA, poczynając od 
końców powstałych w  wyniku ukierunkow anego trawienia 
TAS RNA [34,47,48], Cząsteczki tasiRNA pochodzące z nici 
komplementarnej są przesunięte o 2 nukleotydy względem 
tasiRNA z tzw. nici kodującej [32,33,34], DCL4 działa zatem 
analogicznie jak pozostałe, wcześniej poznane i scharakte­
ryzowane enzymy typu Dicer [40], Dwuniciowe tasiRNA 
włączane są do kompleksu RISC, następnie jedna z nici jest 
usuw ana zgodnie z tzw. zasadą asymetryczności [49-51]. 
Mówi ona, że w  kompleksie RISC pozostaje ta nić duplek­
su, której koniec 5' tworzy termodynamicznie mniej stabilne
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pary zasad. D ruga nić (często oznaczana jako siRNA* lub 
miRNA*) jest natom iast cięta, przez co łatwiej dochodzi do 
jej uw olnienia [52,53].

Pomimo, że u m utanta dcl4 nie stwierdzono obecno­
ści 21-nukleotydowych tasiRNA, wykryto u niego 22- i 
24-nukleotydowe RNA pochodzące z transkryptów TAS 
[34,47,48], Sugeruje się, że w tworzeniu 22-nukleotydowych 
RNA uczestniczy DCL2, natomiast 24-nukleotydowe RNA 
powstają przy udziale DCL3 [48], Na podstawie badań 
transkryptu  TAS2 zaproponow ano ponadto, że 24-nukleo­
tydow e RNA m ogą powstawać z TAS2 RNA nawet także i 
wówczas, gdy nie doszło do jego ukierunkowanego cięcia, 
w którym  uczestniczy miR173 [34], Osobnym zagadnieniem 
jest czy 22- i 24-nukleotydowe fragmenty są zdolne do peł­
nienia funkcji analogicznej do 21-nukleotydowych tasiRNA. 
W tym  przypadku  najistotniejszą wydaje się być komple- 
m entarność 22- i 24-nukleotydowych RNA do docelowych 
transkryptów .

tasiRNA FUNKCJONUJĄ PODOBNIE JAK miRNA

Cząsteczki miRNA działają jako negatywne regulato­
ry ekspresji genów, szczególnie tych, których produkty 
pełnią różnorakie funkcje w procesach rozwojowych, a 
także odpow iedzi na stres [1,13,15,54,55]. W przeciwień­
stwie do zwierzęcych, roślinne miRNA są niemal w pełni 
kom plem entarne do docelowych transkryptów i indukują 
ich cięcie w  środku rozpoznawanej sekwencji [1,56]. U A. 
thaliana proces ten katalizowany jest przez białko AGOl 
będące zasadniczym  elementem kompleksu RISC [23,57], 
Ostatnio dow iedziono jednak, że analogiczną funkcję może 
także pełnić A G 07  [58,59]. Uważa się, że cząsteczki tasiR­
NA działają w  podobny sposób jak miRNA, biorąc udział 
w ukierunkow anym  cięciu mRNA. TasiRNA pochodzące z 
TAS3 wykazują niemal pełną komplementarność do tran ­
skryptów  ARF1, ARF2, ARF3 (określany również jako ET- 
TIN lub ETT) i ARF4 i są odpowiedzialne za ich degradację 
[33,39]. W ykazano, że transkrypty ARF2, ARF3 i ARF4 są 
cięte za 10-tym nukleotydem  licząc od końca 3' tasiRNA, 
czyli w  charakterystycznym  dla miRNA i siRNA miejscu 
[33,56]. W ykryto ponadto produkty trawienia tych mRNA 
w innych pozycjach w obrębie, a także blisko sekwencji roz­
poznaw anych przez odpow iednie  tasiRNA [39], TasiRNA 
w yw o d zące  się z TAS2 wpływają na poziom ekspresji 
genów kodujących białka z rodziny PPR [34]. U A. thaliana 
stw ierdzono w ystępow anie aż 441 tego typu genów. Część 
białek PPR jest odpowiedzialna za potranskrypcyjną obrób­
kę RNA w organellach [60,61], Funkcja pozostałych genów 
regulow anych przy współudziale tasiRNA nie została jak 
dotąd poznana (Tabela 1).

Pełnienie zarów no przez miRNA, jak i tasiRNA roli ne­
gatyw nych regulatorów  ekspresji genów nasuw a pytanie 
o pow ód ich współistnienia w  roślinie. Jest p raw dopodob­
ne, że m echanizm y działania miRNA i tasiRNA różnią się 
m iędzy sobą. Ostatnio wykazano, że w spom niane wcześ­
niej białko H E N I posiada zdolność metylacji 3'-końcowych 
g rup hydroksylow ych w siRNA i miRNA [20,21,62], Badania 
p rzeprow adzone w  w arunkach in vitro sugerują jednak, że 
siRNA są m etylow ane z mniejszą wydajnością od miRNA. 
Najpraw dopodobniej, zarówno w przypadku miRNA, jak i

siRNA, metylacji poddaw ana jest głównie grupa 2 '-O H  [21]. 
Wcześniej zaproponow ano, że siRNA służą jako startery dla 
polimerazy RNA zależnej od RNA [63,64], Obecność grupy 
metylowej na końcu 3' siRNA lub miRNA może w pływ ać 
na zdolność polim erazy do ich wydłużania, tym sam ym  zaś 
na produkcję tzw. drugorzędow ych siRNA (ang. secondary 
siRNAs) [21,64],

tasiRNA SĄ GRUPĄ NIEJEDNORODNĄ

Pomimo wyodrębnienia tasiRNA spośród innych krót­
kich regulatorow ych RNA, nie jest do końca przesądzone, 
czy cząsteczki te stanowią całkowicie jednorodną grupę. 
Stwierdzono bowiem, że TAS3 różni się od pozostałych ge­
nów TAS. Podobnie tasiRNA powstałe w  oparciu o TAS3 
różnią się sposobem  działania od pozostałych tasiRNA. 
Dwie 21-nukleotydowe sekwencje oraz miejsce rozpozna­
wane przez miR390 w  transkrypcie TAS3 są silnie konserw o­
wane ewolucyjnie u roślin jedno- i dwuliściennych. D odat­
kowo wysoka zachowawczość genów ARF w przebadanych 
roślinach wskazuje, że mechanizm ich regulacji przy udzia ­
le tasiRNA rozw inął się jeszcze przed oddzieleniem linii 
ewolucyjnych jedno- i dwuliściennych [33,39], Tymczasem 
geny MIR173, TASla, h, c oraz TAS2 nie są konserwowane 
ewolucyjnie i rozwinęły się prawdopodobnie „całkiem nie­
daw no" [33], Różny jest także sposób, w jaki DCL4 generuje 
tasiRNA z TAS3 i pozostałych transkryptów. W przypadku 
TAS3 powstają one z fragmentu 5', a w przypadku TASla, 
b, c i TAS2 z fragm entu 3'. Nie bez znaczenia wydaje się 
także fakt, że w  ukierunkow anym  cięciu pierwotnych tran ­
skryptów  TASla, b, c i TAS2 uczestniczy ta sama cząstecz­
ka miRNA- miR173. Co więcej, zarówno transkrypt TASla, 
jak i TAS2 koduje sekwencje tasiRNA w obrębie centralnie 
usytuow anego intronu [32,34], W obrębie intronu dochodzi 
też do ukierunkow anego cięcia TASla i TAS2 RNA, a więc 
niezgodnie z zasadą, w  myśl której miRNA uczestniczą je­
dynie w  trawieniu sekwencji kodujących lub niekodujących 
końców 3' [1,56].

W przypadku transkryptu TAS3 zaproponowano, że 
jego działanie oparte jest o tzw. mechanizm sprzężenia 
zwrotnego [33], TAS3 jest cięty w dwóch miejscach: p ierw ­
sze znajduje się w  środku sekwencji rozpoznawanej przez 
miR390, drugie, przesunięte o 33 nukleotydy w  kierunku 
5', wykazuje kom plem entarność do hipotetycznej cząstecz­
ki regulatorowej zwanej 5'D2(-). Wydaje się, że cząsteczka 
5'D2(-) powstaje z TAS3 (zgodnie z opisanym powyżej m o­
delem tworzenia tasiRNA, patrz Ryc. 1), a następnie uczest­
niczy w  jego cięciu. Zgrom adzone dotąd dane pozwalają 
przypuszczać, iż istnieją dwie przyczyny, dla których TAS3 
jest cięty przy udziale 5'D2(-): (i) regulacja funkcji TAS3 
poprzez m echanizm  sprzężenia zwrotnego, (ii) uzyskanie 
dodatkow ych tasiRNA, np. tasiR1778, który został ziden ­
tyfikowany u roślin typu dzikiego. Niewykluczone, że oba 
powyższe założenia są prawdziwe. Regulację poprzez m e­
chanizm sprzężenia zwrotnego zaproponowano także dla 
transkryptów  DCLI i A G O l znajdujących się pod kontrolą 
odpow iednio miR162 i miR168 [57,65], Białka DCLI i A G O l 
odgrywają kluczową rolę w biogenezie (DCLI) i działaniu 
(AGOl) miRNA, tym  sam ym  ich regulacja poprzez miR162 
i miR168 ma w pływ  na powstawanie i funkcjonowanie 
wszystkich innych tego typu cząsteczek. Kontrola funkcji
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TAS3 przez 5'D2(-) miałaby jednak bardziej subtelny cha­
rakter, ograniczony tylko do TAS3 i pochodzących z niego 
tasiRNA. Niezwykle ciekawe spostrzeżenia dotyczące funk­
cjonowania tasiRNA zostały ostatnio poczynione przez ze­
społy Vauchereta oraz Carringtona [58,59]. Sugerują oni, iż 
krótkie RNA pochodzące z TAS3 różnią się od pozostałych 
tasiRNA, gdyż wchodzą w kompleks z białkiem A G 07, a 
nie jak wcześniej sądzono AGOl. Co więcej, w ykazano, że 
A G 07, podobnie jak AGOl, jest zdolne do katalitycznego 
cięcia mRNA tworzącego dupleks z tasiRNA.

PODSUMOWANIE

Niewiele czasu upłynęło od mom entu odkrycia cząste­
czek tasiRNA do chwili, gdy zaproponowany został sche­
m at ich biogenezy. Najbardziej zaskakującym jego elem en­
tem jest rola jaką przypisano mikro RNA. Szczegółowa ana­
liza uzyskanych danych nasuwa jednak wiele pytań do ty ­
czących zarówno biogenezy, jak i funkcjonowania tasiRNA 
m. in: (i) dlaczego tasiRNA wchodzą w kompleks z A G 07 
(ZIP), a nie tylko z AGOl; (ii) w jaki sposób przecięty tran- 
skrypt TAS jest rozpoznawany przez RDR; (iii) czy tasiRNA 
służą jako startery dla polimerazy RNA zależnej od RNA? 
Rozwiązanie powyższych problemów może przynieść od ­
pow iedź na najbardziej fundam entalne pytanie dotyczące 
pochodzenia tasiRNA. Jak dotąd niewiadomo bowiem  dla­
czego cząsteczki te wyewoluowały w roślinie skoro rolę 
negatyw nych regulatorów ekspresji genów pełnią powstałe 
wcześniej miRNA [66]? Jest niemal pewne, że już wkrótce 
poznam y szereg nowych fascynujących faktów pozw ala­
jących lepiej zrozumieć zjawiska związane z funkcjonowa­
niem tasiRNA.
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ABSTRACT

RNA is now considered a key factor in the regulation of gene expression. There are several classes of small regulatory RNAs in plants, fun­
ctioning in posttranscriptional gene silencing (PTGS) or epigenetic D N A  modification. Trans-acting short interfering RNAs (tasiRNAs) form  
a class of small regulatory RNAs which has been distinguished only recently. To date, five genes encoding tasiRNAs have been identified in 
Arabidopsis thaliana. TasiRNAs derive from non-coding RNA precursors which are initially targeted for cleavage by a miRNA. Cleavage pro­
ducts are then converted into dsRNAs by a RNA dependent RNA polymerase and sequentially cleaved into 21-nt tasiRNAs. Like the majority 
of plant miRNAs, tasiRNAs regulate gene expression at the posttranscriptional level, guiding cleavage of ARF and PPR transcripts. Here, w e  
briefly present tasiRNAs and speculate whether they form a hom ogeneous class of siRNAs.
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Wykaz stosowanych skrótów: cDNA (ang. 
complementary DNA) — kom plem entarny 

DNA; DNA — kwas dezoksyrybonuklei­
nowy; dsD NA (ang. double stranded DNA)
— dw uniciow y DNA; ELISA (ang. enzyme 
linked immunosorbent assai) — test im m u- 
noenzym atyczny; FITC (ang. fluorescein 
isothiocyanate) — izotiocyjanian fluoresce- 
iny; FM N — m ononukleotyd flaw inowy; 
HIV (ang. human immunodeficiency virus)
— w irus nabytego niedoboru odporności; 
H N E (ang. human neutrophil elastase) — ela- 
staza neutrofilow a człowieka; hTSH (ang. 
human thyroid stimulating hormone) — hor­
m on uwalniający tyreotropinę u człowieka; 
PAGE (ang. polyacrylamide gel electroforesis)
— elektroforeza w  żelu poliakryloam ido- 
w ym ; PBMCs (ang. peripheral blood mono­
nuclear cells) — kom órki jednojądrzaste 
k rw i obwodowej; PCR (ang. polymerase 
chain reaction) — łańcuchowa reakcja poli- 
m erazy; RT-PCR (ang. reverse transcriptase 
polymerase chain reaction) — łańcuchow a 
reakcja polim erazy sprzężona z odw rotną 
transkrypcją; RTK (ang. receptor tyrosine 
kinase) — receptorow a kinaza tyrozynow a; 
ssD N A  (ang. single stranded DNA) — jedno- 
niciow y DNA; TNFa (ang. tumor necrosis 
factor alpha) — czynnik m artw icy now otw o­
rów  alfa; TTF (ang. thyroid transcription fac­
tor) — tarczycowy czynnik transkrypcyjny; 
VEGF (ang. vascular endothelial growth factor)
— czynnik w zrostu  śródbłonka naczyń

STRESZCZENIE

A ptamery to jednoniciowe oligonukleotydy DN A lub RNA, selekcjonowane in vitro z 
kombinatorycznych bibliotek w  procesie zwanym SELEX (ang. Systematic Evolution of Li­

gands by Exponential Enrichment). Pełnią one funkcje syntetycznych, nukleinowych ligandów  
zdolnych rozpoznawać specyficznie i wiązać z wysokim  powinowactwem organiczne lub 
nieorganiczne cząsteczki docelowe. Aptamery potrafią rozpoznawać nawet bardzo podobne 
strukturalnie molekuły. Podlegają również łatwo chemicznym modyfikacjom, jak znakowa­
nie radioaktywnymi izotopami, konjugowanie z barwnikami fluorescencyjnymi i enzymami 
czy poprawianie biostabilności. Ze względu na swoje właściwości aptamery mogą konkuro­
wać z przeciwciałmi o miano uniwersalnych receptorów i być wykorzystywane jako narzę­
dzie rozpoznania molekularnego w metodach diagnostycznych. Do tej pory opisano szereg 
zastosowań aptamerów w detekcji różnego rodzaju nisko- lub wysokocząsteczkowych mo­
lekuł za pomocą cytometrii przepływowej, metod immunochemicznych oraz technik diag­
nostyki obrazowej.

WPROWADZENIE

Aptamery definiuje się jako kilkunasto- lub kilkudziesięcionukleotydowe 
sekwencje RNA lub DNA, charakteryzujące się wysokim powinowactwem  i 
specyficznością wiązania ze ściśle określoną cząsteczką docelową [1]. N azw a ich 
w ywodzi się od łacińskiego słowa „aptus" — co oznacza dosł. „dopasowany, 
przyczepiony". Zawdzięczają ją niezwykłemu dopasowaniu struktury prze­
strzennej do budowy cząsteczki docelowej, osiąganemu w drodze kombinato- 
rycznego procesu syntezy i cyklicznej selekcji in vitro [2]. Aptamery pełnią rolę 
ligandów wiążących inne molekuły. Mogą one wiązać małe cząsteczki chemicz­
ne, m.in. jony metali, barwniki organiczne, aminokwasy, witaminy, antybiotyki, 
nukleotydy, lipidy, czy peptydy. Dołączają się również do dużych molekuł, jak 
białka, w śród których są enzymy, czynniki wzrostu, białka regulatorowe, prze­
ciwciała, a także czynniki adhezyjne komórek i lektyny [3,4]. Lista cząsteczek, 
dla których wyróżniono swoiste dla nich aptamery, wydłuża się sukcesywnie z 
roku na rok.

W ciągu 15 lat rozwoju technologii aptam ery okazały się wygodnym  narzę­
dziem badawczym w dziedzinach proteomiki i genomiki, uzupełniając metody 
konwencjonalne. Swoistość rozpoznawania różnych klas molekuł stawia apta­
mery co najmniej na równi ze stosowanymi w diagnostyce przeciwciałami mo- 
noklonalnymi [3]. Jednak unikalne własności fizykochemiczne i ogromne możli­
wości modyfikacji ligandów nukleinowych, skłaniają do poszukiwań i rozwoju 
nowych technik diagnostycznych, zwłaszcza wobec substancji dotąd niewykry- 
walnych metodami z użyciem przeciwciał. Duże nadzieje wiąże się również z 
w ykorzystywaniem aptam erów w celach terapeutycznych. Aptamery mogłyby 
odgrywać rolę leku lub być nośnikami czynników terapeutycznych, rozróżnia­
jącymi komórki zmienione chorobowo od zdrowych [5], Wiążąc się specyficznie 
z danym  czynnikiem patologicznym w w arunkach fizjologicznych, aptam ery 
potrafią skutecznie blokować jego działanie [6],

Celem niniejszej pracy przeglądowej jest charakterystyka właściwości apta ­
merów pod kątem ich użyteczności w  diagnostyce klinicznej. W pracy przed­
stawiono podstawowe informacje dotyczące produkcji, struktury, modyfikacji 
i mechanizmów działania nukleinowych ligandów. W dalszej części artykułu 
dokonano przeglądu literatury naukowej z ostatnich lat, prezentującej wyniki 
badań nad wykorzystaniem aptam erów  w powszechnie stosowanych metodach 
diagnostyki klinicznej. Oprócz prac oryginalnych, przytoczono szereg interesu­
jących artykułów poglądowych, których lektura umożliwi czytelnikowi posze­
rzenie zakresu wiadomości zawartych w obecnej publikacji.
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SELEX

W 1990 roku Tuerk i Gold oraz Ellington i Szostak [7,8] 
równocześnie przedstawili metodę generowania in vitro 
oligorybonukleotydowych ligandów zdolnych do specy­
ficznego wiązania się do wybranych nisko- bądź wysoko- 
cząsteczkowych biomolekuł. Proces ten określany jest w 
literaturze jako „selekcja in vitro" lub SELEX (ang. Syste­
matic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment). Pole­
ga on na identyfikacji i wybiórczej amplifikacji cząsteczek 
o pożądanych właściwościach spośród bardzo licznej puli 
krótkich losowych sekwencji DNA, naśladując w ten sposób 
mechanizmy naturalnej ewolucji, tzn. zmienność, selekcję i 
replikację [7], Dwa lata później tą samą m etodą otrzymano 
również ligandy o strukturze DNA [9].

W pierwszym etapie SELEXu, drogą syntezy chemicznej, 
tworzy się tzw. kombinatoryczną bibliotekę jednonicio- 
wych oligomerów DNA. Jest to zbiór (zazwyczaj 1014—1015) 
wszystkich możliwych do zsyntetyzowania oligodeoksy- 
rybonukleotydów o określonej długości n [10], Każdy taki 
oligonukleotyd zawiera fragment środkowy — o przy ­
padkowej sekwencji nukleotydów (ang. random sequence) 
— oflankowany na końcach 5' i 3' sekwencjami stałymi 
oraz zawiera region promotorowy dla polimerazy RNA na 
końcu 5'. Proporcje dodawanych do mieszaniny reakcyjnej 
monomerów A, T, G i C dobierane są w  taki sposób, aby 
praw dopodobieństw o wystąpienia każdego z nich w danej 
pozycji sekwencji losowej było podobne [3].

Aptamery selekcjonuje się zarówno z puli oligonukleoty- 
dów DNA jak i RNA. W przypadku drugim, zsyntetyzowa- 
na chemicznie biblioteka jednoniciowych DNA jest najpierw 
amplifikowana metodą PCR (startery przyłączają się do sek­
wencji stałych), a następnie transkrybowana enzymatycznie 
w analogiczną bibliotekę RNA. Najczęściej wykorzystuje 
się tu polimerazę RNA T7, rozpoznającą sekwencję pro- 
motorową na końcu 5' każdego oligomeru DNA [11], Pod­
czas selekcji, całą pulę zróżnicowanych oligonukleotydów 
(DNA lub RNA) inkubuje się z interesującą nas cząsteczką 
docelową w ściśle ustalonych warunkach pH, tem peratury i 
składu buforu. W ybrane białko zazwyczaj immobilizuje się 
na błonie nitrocelulozowej, a wiązanie się frakcji swoistych 
do niego oligonukleotydów następuje podczas filtracji mie­
szaniny przypadkow ych sekwencji przez pory [7], Frakcję 
cząsteczek nukleinowych niezwiązanych z matrycą nitroce­
lulozową można łatwo usunąć poprzez płukanie filtru. Opi­
sano szereg alternatywnych metod rozdziału aptamerów, w 
zależności od natury biomolekuły wiązanej przez aptamer. 
Wykorzystuje się kolum nową chromatografię pow inow a­
ctwa [12], immunoprecypitację [13], elektroforezę w żelu 
poliakryloamidowym (PAGE) [14], kuleczki magnetyczne 
[15] oraz elektroforezę kapilarną [16]. Ekspozycja „puste­
go" nośnika (bez immobilizowanej substancji docelowej) 
na działanie aptam erów może stanowić dodatkow ą selekcję 
negatywną, eliminującą sekwencje wiążące się niespecyficz­
nie z sam ym  nośnikiem [4], Populację aptam erów  w ykazu­
jących powinowactwo do cząsteczki docelowej amplifikuje 
się metodą PCR (biblioteka DNA) lub PCR sprzężoną z re­
akcją odwrotnej transkrypcji (biblioteka RNA) w celu uzy­
skania dwuniciowego DNA, które posłuży jako matryca do 
syntezy zawężonej puli oligonukleotydów.

Podczas kolejnych cykli selekcji, w  których stopniowo 
zaostrza się warunki reakcji, powtarza się opisaną wyżej 
procedurę a stosunek sekwencji aktywnych, tj. wiążących 
cząsteczkę docelową, do nieaktywnych w mieszaninie suk ­
cesywnie wzrasta [3]. W ażnym jest, aby podczas każdego 
cyklu istniał w yraźny (10-1000-krotny), ilościowy nadm iar 
ligandu względem  cząsteczki docelowej. Zapewnia to ak­
tywną konkurencję aptam erów o specyficzne miejsca w iąza­
nia i przez to uskutecznia selekcję [7], Po zakończeniu kilku 
kolejnych cykli spraw dza się powinowactwo otrzymanych 
aktywnych aptam erów do cząsteczki docelowej, np. m e­
todą radiograficzną (znakowanie nukleotydów izotopem 
32P) [14] lub enzymatyczną (reakcja peroksydazy). P onad ­
to określa się siłę oddziaływania między aptam erem  i czą­
steczką docelową, wyznaczając stałą dysocjacji Kd pow stałe­
go kompleksu [15]. Po kilku lub kilkunastu cyklach osiąga 
się stan, w  którym populacja oligonukleotydów składa się 
w  większej części z sekwencji najlepiej wiążących cząstecz­
kę docelową. Następnie aptamery klonuje się w komórkach 
bakteryjnych i sekwencjonuje, aby poznać unikalną s truk tu ­
rę każdego z nich. Gdy sekwencja aptam eru jest znana, jego 
dalsza produkcja odbywa się na drodze syntezy chemicznej 
[3]. Częstym zabiegiem, zwiększającym wydajność syntezy, 
jest skrócenie pierwszorzędowej struktury aptamerów, po ­
przez usunięcie z nich sekwencji stałych — o ile te nie biorą 
udziału w tworzeniu konformacji przestrzennej aptam eru i 
w iązaniu cząsteczki docelowej [17] Ryc. 1.

Rycina 1. Schemat przedstawiający alternatywne etapy selekcji in vitro aptamerów 
o strukturze RNA i DNA. T7 oznacza proces transkrypcji z udziałem polimerazy 
T7, RT oznacza proces odwrotnej transkrypcji.
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Liczba cykli potrzebnych do identyfikacji aptam erów  
zależy przede wszystkim od właściwości cząstki docelo­
wej oraz od doboru w arunków  reakcji dla każdego cyklu. 
W większości przypadków  selekcja aptam erów odbyw a 
się w  8-15 cyklach. Klasyczny proces SELEX w ykonyw any 
ręcznie, włączając klonowanie i sekwencjonowanie, trwa 
średnio od 2 do 3 miesięcy. Jednakże uzyskanie kilku na- 
nomoli oczyszczonego aptam eru o znanej sekwencji drogą 
syntezy chemicznej zabiera zaledwie kilka dni [3]. Pełna 
automatyzacja procesu pozwoliła znacznie skrócić czas se­
lekcji in vitro i generować z dużą wydajnością aptam ery o 
wysokiej czystości i powinowactwie do wybranej cząsteczki 
docelowej nawet w  ciągu kilku dni [18,19]. Nowoczesne ro­
boty pipetujące, odpowiednio zaprogramowane, zdolne są 
samodzielnie przeprowadzić kompletny proces SELEX, nie 
wymagając dodatkowych czynności manualnych. Zautom a­
tyzowana, multipleksowa selekcja in vitro, prow adzona na 
wielu płytkach mikrotitracyjnych jednocześnie, popraw ia 
wydajność i znacznie skraca czas generacji aptam erów [13].

ROZPOZNANIE MOLEKULARNE

Aptam ery wykazują niezwykle wysoką specyficzność 
rozpoznaw ania i wiązania cząsteczek docelowych. Ligan- 
dy w ygenerowane w procesie zwanym  „counter-SELEX" 
(identyfikacja i odrzucanie aptam erów wiążących m ole­
kuły podobne strukturalnie do właściwej cząsteczki doce­
lowej) [20] mogą rozróżniać poszczególne izoformy danej 
cząsteczki, np. białka enzymatycznego [21], wiązać stereo- 
specyficznie D- lub L-enancjomery [22], jak również iden­
tyfikować molekuły o bardzo subtelnych różnicach s truk ­
turalnych, np. z obecnością lub brakiem grupy metylowej 
[18] czy hydroksylowej [23,24]. Powinowactwo aptam erów  
do cząsteczek docelowych zawiera się w zakresie od mikro- 
m olarnych do niskich pikomolarnych wartości stałej Kd i jest 
porównywalne, a niekiedy wręcz lepsze, do przeciwciał mo- 
noklonalnych [20]. Właściwości te wynikają przede w szyst­
kim  z unikalnej sekwencji nukleotydów aptameru, a co za 
tym  idzie, z konformacji przestrzennej oraz molekularnego 
m echanizm u wiązania cząsteczki docelowej [25]. Krystalo­
graficzne i spektroskopowe badania struktury kompleksów 
aptamer-cząsteczka docelowa stwarzają możliwość w glą ­
du  w trójwymiarową architekturę kwasów nukleinowych. 
W skazują także te elementy ich budowy, które odgrywają 
kluczową rolę w  tzw. procesie rozpoznania molekularnego 
(ang. molecular recognition), stanowiącym podstawę metod 
analitycznych i diagnostycznych oraz działania leków w  or­
ganizm ie [26].

Kwasy nukleinowe zbudowane są z pojedynczego łań­
cucha nukleotydów, który fałdując się tworzy oprócz frag­
m entów  helikalnych szereg drugo- i trzeciorzędowych 
m otyw ów  strukturalnych [27], W procesie identyfikacji i 
w iązania cząsteczki docelowej przez aptam er uczestniczą 
określone elementy struktur obu molekuł. Zazwyczaj frag­
m ent wiążący, biorący bezpośredni udział w  tworzeniu 
kom pleksu aptamer-cząsteczka docelowa liczy 10-15 n u ­
kleotydów. Zauważono również, że przeciętna powierzch­
nia rozpoznaw ania aptam erów ma podobną wielkość do 
pow ierzchni rozpoznawania fragmentów Fab przeciwciał
[28]. Selekcja in vitro ma na celu znalezienie takiej unikal­

nej sekwencji spośród biblioteki kombinatorycznej, której 
liniowy układ nukleotydów purynowych i pirym idyno­
wych pozwoli utworzyć odpowiedni motyw strukturalny, 
dopasowany do budow y cząsteczki docelowej na zasadzie 
klucza i zamka.

Związki małocząsteczkowe, m.in. ATP, FMN, teofilina, 
bądź am inokwasy z reguły inkorporują w dwuniciowe 
struktury szpilkowe (ang. hairpins) aptamerów RNA, w y­
korzystując takie motywy strukturalne, jak wybrzuszenia 
jednostronne (ang. bulges) i dw ustronne (ang. internal loops), 
pseudowęzły (ang. pseudoknots) oraz oddziaływania zasad 
innych niż Watsona-Cricka (ang. mismatches). W przypadku 
bardzo dużych biomolekuł, peptydów  i białek, to aptam e­
ry muszą wpasować się swoją strukturą w  złożoną budo ­
wę przestrzenną cząsteczki docelowej za pomocą różnego 
rodzaju oddziaływ ań chemicznych. Interesującym zjawi­
skiem jest też tworzenie kompleksów między aptamera- 
mi i aminoglikozydami, np. tobramycyną lub neomycyną, 
gdzie, oprócz komplementarności strukturalnej, m otywów 
wiążących i wiązań chemicznych, znaczącą rolę odgryw a­
ją oddziaływania elektrostatyczne pomiędzy kationowymi 
grupam i amoniowymi antybiotyków a ujemnie naładow a­
nym  RNA [26,29,30],

Spośród DNA-aptamerów niezwykłe, pod względem 
strukturalnym , są ligandy wiążące się z trombiną [31] i in- 
tegrazą HIV-1 [32], których sekwencje bogate są w  reszty 
guaninowe. Mogą one przybierać konformację czteronicio- 
wych, prawoskrętnych helis (tetrapleksów), zbudowanych 
z powtarzających się czterech reszt guaninowych leżących 
w jednej płaszczyźnie, tzw. kwartetów guaninowych. Każ­
da z tych guanin jest zarówno donorem jak i akceptorem 
wiązań wodorowych Hoogsteena [33].

W tworzeniu i stabilizacji struktur przestrzennych apta­
merów biorą udział różne rodzaje oddziaływań chemicz­
nych. Najbardziej typowymi są wiązania wodorowe W at­
sona-Cricka, które powstają między komplementarnymi 
zasadami A i T (U) oraz G i C. Determinują one przede 
wszystkim trwałość dupleksów w strukturach RNA i DNA 
[30]. Różnorodność topologii przestrzennych i m otywów 
strukturalnych oraz trwałość kompleksów z cząsteczkami 
docelowymi aptam ery zawdzięczają głównie nietypowym  
wiązaniom w odorow ym  (odwrócone wiązania Watsona- 
Cricka, wiązania Hoogsteena i odwróconego Hoogsteena), 
a także oddziaływaniom  elektrostatycznym i oddziaływ a­
niom w arstw ow ym  (ang. stacking interactions) [26].

Aptamery selekcjonuje się z puli oligonukleotydów RNA 
lub DNA. Jednak, jak można się spodziewać, aptamery 
deoksyrybonukleinowe z reguły nie funkcjonują po prze­
kształceniu ich sekwencji w RNA i odwrotnie — aptam ery 
rybonukleinowe przetranskrybowane w DNA również nie 
są aktywne [11]. Ponadto, kwasy rybonukleinowe tworzą 
bardziej złożone struktury drugorzędow e niż DNA [30], 
Dzieje się tak między innymi za spraw ą grup 2'-OH ryboz, 
które mogą brać udział w  tworzeniu w iązań w odorowych 
nawet między niekomplementarnymi odcinkami tej samej 
nici RNA oraz uczestniczyć w tworzeniu kompleksu apta ­
mer-cząsteczka docelowa. Brak tych grup w DNA sprzyja z 
kolei tworzeniu i stabilizacji jego struktury helikalnej [11].
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Poza tym, większość wygenerowanych in vitro aptam erów 
RNA przyjmuje przestrzenną konformację dopiero po zwią­
zaniu się z cząsteczką docelową, natomiast drugorzędow e 
struktury aptam erów DNA są stabilne [34],

APTAMERY JAKO CZĄSTECZKI DETEKCYJNE

Detekcja biomolekuł i ich analiza jakościowo-ilościowa 
stanowią podstawę zarówno badań molekularnych jak i 
praktyki klinicznej. Postęp w medycynie wymusza, a jed­
nocześnie zależy od w prow adzania nowych, dokładniej­
szych i tańszych metod diagnostycznych, bądź ulepszania 
obecnie stosowanych. Ligandy stosowane w diagnostyce do 
wykrywania i oznaczania określonych substancji powinny 
cechować się wysokim powinowactwem  i specyficznością 
działania, trwałością w w arunkach fizjologicznych i możli­
wością znakowania różnymi sposobami. Jak dotąd, wśród 
najpowszechniej wykorzystywanych cząsteczek, zdolnych 
do specyficznego rozpoznawania i wiązania danej biomole- 
kuły, prymat wiodą przeciwciała.

APTAMERY KONTRA PRZECIWCIAŁA

Podstawy technologii otrzym ywania przeciwciał mono- 
klonalnych opracowali w połowie lat 70' ubiegłego wieku 
Kohler i Milstein [35], którzy w  1984 roku za swoje osiągnię­
cia w dziedzinie immunologii zostali uhonorowani nagro­
dą Nobla. Kilkanaście lat później chemia kombinatoryczna 
zaowocowała wynalezieniem nukleinowych aptamerów, w 
których upatruje się najpoważniejszych rywali dla przeciw­
ciał wykorzystywanych w m etodach diagnostycznych [3], 
Przeciwciała monoklonalne udow odniły swoją użyteczność 
w procedurach wymagających rozpoznania molekularnego 
i pozyskały status „uniwersalnych receptorów", w yprow a­
dzonych przeciwko olbrzymiej ilości różnorodnych ligan- 
dów. Istnieją jednak pewne ograniczenia ich technologii, jak

również takie obszary diagnostyki, w których przeciwciała 
nie mogą podołać stawianemu im zadaniu [36], Wydaje się, 
że właśnie aptamery mogłyby je w  tym zastąpić i wypełnić 
istniejące luki na polu metod diagnostycznych. Porów nu­
jąc przeciwciała z aptamerami pod kątem ich użyteczności 
jako „uniwersalnych receptorów", można zauważyć, że te 
cechy przeciwciał, które limitują ich zastosowanie, stanowią 
główne zalety aptamerów i vice versa (Tab. 1).

ZNAKOWANIE APTAMERÓW

W yzwaniem  do pokonania przed zastosowaniem apta ­
m erów w  metodach diagnostycznych jest rozwinięcie takie­
go system u znakowania (ang. labeling system) oligonukleo- 
tydow ych ligandów, który nie uszkadzałby ich unikalnej 
struktury  ani nie obniżał własności wiążących.

Aptamery można znakować radioaktywnie za pomocą 
modyfikowanych nukleotydów, zawierających np. atomy 
izotopów 3H lub 32P, włączanych w strukturę kwasu nuklei­
nowego podczas replikacji in vitro [25]. Ten sposób znakow a­
nia oligonukleotydów jest często wykorzystywany w proce­
durze SELEX (monitoring kolejnych rund selekcji pod kątem 
udziału sekwencji wiążących cząsteczkę docelową w puli) 
[14], ale okazuje się również niezwykle przydatny w m eto­
dach diagnostyki obrazowej (ang. in vivo imaging) [39,40].

Aptam ery można także konjugować z barwnikami fluo­
rescencyjnymi, stosowanymi powszechnie do znakowania 
przeciwciał [41], Podczas gdy znakowanie radioaktyw ne 
nie w pływ a znacząco na funkcjonalność aptam erów  jako 
ligandów [42], to konjugowanie oligonukleotydów z fluoro- 
chrom am i wym aga precyzyjnego określenia miejsca i spo ­
sobu dołączenia znacznika. Badania z fluoresceiną przyłą­
czoną do aptam eru w różnych pozycjach (do końca 5' bądź 
3') oraz w  różny sposób (bezpośrednio do oligonukleotydu

Tabela 1. Porównanie właściwości przeciwciał i aptamerów.

1 Przeciwciała Aptamery

Konieczność immunizacji zw ierząt ogranicza 
możliwość produkcji przeciwciał wobec cząsteczek nie 
tolerowanych przez organizm  zwierzęcia (toksyn) lub nie 
wywołujących odpow iedzi im m unologicznej [3]

Identyfikacja i produkcja przeciwciał m onoklonalnych jest 
czaso- i pracochłonna (immunizacja zw ierząt, tw orzenie hybryd 
kom órkowych, testow anie dużej liczby kolonii kom órkowych) [3]

A ptam ery są generow ane niezależnie od organizm ów  
żyw ych i w arunków  in vivo; mogą być skierowane przeciwko 
dowolnej cząsteczce chemicznej, bez w zględu na stopień 
jej toksyczności i właściwości im m unogenne [3]

Proces chemicznej syntezy i selekcji in vitro aptam erów  może być 
zautom atyzow any, co skraca czas produkcji, zmniejsza nakłady 
pracy i zapew nia  w ysoką powtarzalność i dokładność [62]

Często w ystępuje tzw. zmienność partii produkcyjnych [3] Chemiczna synteza i rygorystyczna selekcja aptam erów
ogranicza zm ienność produkcyjną do m inim um  [3]

Im m unogen używ any do generow ania i identyfikacji Proces selekcji in vitro aptam erów  w ym aga obecności
przeciwciał nie m usi być w  postaci wysoce oczyszczonej [3] w  środow isku reakcji cząsteczki docelowej o

wysokim  stopn iu  czystości chemicznej [15]

Koszt produkcji 1 gram a przeciwciała w ynosi od 1.000 do 10.000 $ [37] Koszt produkcji 1 gram a aptam erów  szacuje się na 1.000 $ [37] 

Przeciwciała m ogą być przechow yw ane jedynie przez A ptam ery m ogą być przechow yw ane przez bardzo długi
kilkanaście miesięcy; ulegają nieodw racalnej denaturacji okres; są stabilne w  tem peraturze otoczenia; działają w  różnych
w w arunkach wysokich tem peratur, skrajnych wartości środow iskach reakcji, ulegają odwracalnej denaturacji [3]
pH  i obecności zw iązków  chaotropow ych [38]

Duży ciężar m olekularny -180 kDa (ogranicza zastosow ania Mały ciężar m olekularny -10  kDa [39]
in vivo, m.in. w  diagnostyce obrazowej i terapii) [39]

Znakow anie przeciwciał może pow odow ać spadek Istnieje m ożliwość precyzyjnego określenie miejsca i
ich pow inow actw a do antygenu [61] sposobu dołączenia cząsteczki reporterowej do aptam eru,

bez w pływ u na jego funkcjonalność [43]

Działają wyłącznie w  w arunkach fizjologicznych [3] M anipulow anie w arunkam i selekcji um ożliw ia otrzym anie
aptam erów  zdolnych do działania w  danym  środow isku reakcji [3]
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lub za pomocą łącznika — glikolu polietylenowego) wska­
zują na konieczność stosowania cząsteczek pomostowych 
do konjugowania aptam eru z barwnikiem, przez co zacho­
w yw ane są zarówno wysokie powinowactwo aptamerów, 
jak i optym alne właściwości fluorescencyjne barwnika [43]. 
Z kolei porównanie właściwości fotofizycznych aptam erów 
znakow anych fluoresceiną, rodam iną i czerwienią teksa- 
ską (ang. Texas red), z  użyciem poliwęglowych łączników, 
dowiodło, że rozkład fluorescencji poszczególnych konju- 
gatów może zależeć od pH, potencjału elektrostatycznego i 
tem peratury środowiska [41]. Biotynylowane oligonukleo- 
tydy sprzęgano również z kompleksem streptawidyna-flu- 
oresceina i streptawidyna-fikoerytryna [44],

Aptam ery skonjugowane z fluorochromami drobnoczą- 
steczkowymi, np. fluoresceiną, jak również z dużym i biał­
kami, np. fikoerytryną (masa cząsteczkowa 240 kDa) za­
chowują wysokie powinowactwo i specyficzność wiązania 
biomolekuł, sugerując możliwość współdziałania również z 
innymi cząsteczkami detektorowymi, stosowanymi w diag­
nostyce [3],

BIOSTABILNOŚĆ APTAMERÓW

Istnieje szereg sposobów polepszania biostabilności oli- 
gonukleotydów. Jedną z nich jest podstawienie grupy 2'- 
O H  rybozy aptam eru grupą aminową (NH,) lub fluorową 
(F). W rezultacie oligorybonukleotydy zawierające grupy 
2'-NFL, bądź 2'-F są przynajmniej tysiąckrotnie bardziej 
odporne na degradację w plazmie, niż niemodyfikowane 
kwasy nukleinowe [47], Powszechne stosowanie tego typu 
aptam erów  in vivo budzi jednak zastrzeżenia z pow odu ry­
zyka włączenia modyfikowanych nukleotydów w struktu­
ry natyw nych kwasów nukleinowych organizmu. Ponadto, 
modyfikacja właściwości termodynamicznych oligonukleo- 
tydów  tą metodą znacznie zwiększa koszty produkcji.

Tańszym i bezpieczniejszym sposobem jest alkilacja kw a­
sów nukleinowych. Oligonukleotydy zawierające 2 '-0-m e- 
tylopirym idynę są odporne na działanie nukleaz, stosunko­
wo niedrogie w produkcji, a przede wszystkim występują 
naturalnie w organizmach żywych, wiec nie są toksyczne 
[48].

Tioaptamery mają zmodyfikowane chemicznie reszty 
fosforanowe, w  których w miejsce jednego (lub więcej) z 
czterech atom ów tlenu w prow adzono atom siarki. Tiofosfo- 
ranow e analogi oligonukleotydów są odporne na działanie 
3'-egzonukleaz oraz nie są rozpoznawane jako substraty 
przez terminalną transferazę. Jak dowodzą liczne badania, 
specyficzność i powinowactwo tioaptameru względem czą­
steczki docelowej mogą zależeć zarówno od liczby i pozycji 
zm odyfikowanych nukleotydów w sekwencji oligonukloty- 
du  jak i liczby podstawionych atomów siarki w  każdej gru ­
pie fosforanowej [49],

Interesującą z chemicznego punktu  widzenia modyfika­
cją kw asów  nukleinowych, chroniącą przed ich degradacją 
nukleolityczną, jest dodawanie mostków metylenowych 
łączących atomy 2 '-0  i 4'-C w  pierścieniu rybozy każdego 
nukleotydu. Cząsteczki takie określa się jako „usztywnio­
ne kwasy nukleinowe" lub LNA (ang. Locked Nucleic Acids).

Zmiany tego typu nie powodują obniżenia powinowactwa 
i specyficzności aptam eru względem cząsteczki docelowej 
[50].

Konstruowanie koliście zamkniętych aptam erów (ang. 
circular aptamers, captamers) stanowi ciekawą alternatywę 
dla metod doskonalenia biostabilności tych ligandów po­
przez modyfikacje chemiczne. Metoda ligacji wolnych koń­
ców oligonukleotydu skutecznie zabezpiecza przed degra­
dacją egzonukleolityczną, jednocześnie nie wpływając na 
funkcjonalność ligandów. Ponadto, do produkcji aptame- 
trów m ożna w tedy używać wyłącznie naturalne nukleoty- 
dy [51].

Innym sposobem produkcji aptam erów odpornych na 
działanie nukleaz jest ich selekcja in vitro z puli fragm en­
tów D-DNA lub D-RNA, wiążących enancjomer rzeczy­
wistej cząsteczki docelowej. Sekwencje takich aptam erów  
syntetyzuje się ponownie w  konfiguracji L-enancjomerów. 
Otrzymane „aptamery lustrzane" (ang. spiegelmers, mirror- 
image aptamers) są, zgodnie z zasadami symetrii, ligandami 
rzeczywistej cząsteczki docelowej i pozostają stabilne w 
płynach fizjologicznych przez wiele godzin [17]. W ypro­
dukow ano m.in. aptamery zbudow ane z L-DNA, wiążące 
wazopresynę [52] oraz cząteczki L-RNA przeciwko L-ade- 
nozynie [53] i L-argininie [54].

DIMERYZACJA APTAMERÓW

W ykorzystywane w diagnostyce przeciwciała klasy IgG 
są biwalentne, z kolei aptamery uzyskane podczas selek­
cji in vitro mają naturę monowalentną [3]. Wykazano, że 
dimeryczne formy aptam erów odznaczają się wielokrotnie 
większym powinowactwem do cząsteczek docelowych niż 
m onomery [43,45], a okres półtrwania kompleksu aptam er- 
cząsteczka docelowa może być nawet dw ukrotnie dłuższy 
niż kompleksów przeciwciało-antygen [45]. Podstawową 
zaletą aptam erów multiwalentnych jest ich plejotropowość. 
Cząsteczki tego typu mają większą liczbę miejsc wiążących i 
zdolne są do jednoczesnego oddziaływania z więcej niż jed­
ną cząsteczką docelową. Ponadto aptamery heterogeniczne 
mogą wiązać jednocześnie różne cząsteczki docelowe [46],

CYTOMETRIA PRZEPŁYWOWA

Cytometria przepływ ow a jest obecnie jedną z najpo­
wszechniej w ykorzystyw anych m etod w diagnostyce 
klinicznej. Pozwala rozpoznaw ać i m onitorować wiele 
schorzeń hematologicznych, w rodzone i nabyte n iedobory 
odporności, choroby now otw orow e, choroby płuc, choro ­
by autoim m unizacyjne oraz przeszczepy narządów . Oce­
na fenotypu kom órek w danej próbce polega na badaniu  
ekspresji pow ierzchniow ych determ inant charakterystycz­
nych dla poszczególnych subpopulacji i typów  komórek. 
M ożna w ykonać ocenę fenotypow ą krwi obwodowej, szpi­
ku, węzłów chłonnych, płynu m ózgow o-rdzeniow ego czy 
popłuczyn pęcherzykowo-oskrzelikowych. W rutynowej 
analizie, do w yznakow ania badanych kom órek bądź in­
nych mikrosfer, w ykorzystuje się dostępne komercyjnie 
przeciwciała monoklonalne, skonjugowane z fluorochro- 
m em  [55]. Zasadę pom iaru w cytometrze przepływ ow ym  
przedstaw ia rycina 2.
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Rycina 2. Schemat przedstawiający zasadę analizy komórek w zawiesinie w cy- 
tometrze przepływowym.

Davis i wsp. [43] przeprowadzili serię doświadczeń, w 
których dokonali cytometrycznego pom iaru intensywno­
ści świecenia aptam erów DNA, skierownych przeciwko 
elastazie neutrofilowej człowieka, skonjugowanych z fluo­
resceiną. W pomiarach użyto pojedynczych bądź zdimery- 
zowanych konstruktów DNA-fluoresceina. We wszystkich 
doświadczeniach użyto mikrokuleczek polistyrenowych, 
opłaszczonych cząsteczkami elastazy. Choć w każdym  z 
przypadków  wyznakowane fluoresceiną aptam ery przy­
łączały się do kuleczek, intensywność sygnału zależała od 
sposobu przyłączenia fluorochromu. Badania potwierdziły 
również przydatność aptam erów w procedurze podwójne­
go znakowania, która w przypadku cytometrii przepływ o­
wej stosowana jest w celu wzmocnienia sygnału.

Elastaza neutrofilowa człowieka (HNE) jest proteinazą 
serynową, obecną w ziarnistościach komórek neutrofilo- 
wych, zdolną do trawienia białek tkanki włóknistej. Infekcja 
i stan zapalny są przyczyną miejscowej akumulacji aktywo­
wanych neutrofilów i uwalniania elastazy do przestrzeni 
międzykomórkowej. Dodatkowo, cząsteczki HNE mogą 
pozostawać trwale związane z powierzchnią neutrofilów 
[56], Analiza cytometryczna z w ykorzystaniem  znakow a­
nych fluoresceiną DNA-aptamerów, skierowanych prze­
ciwko cząsteczkom elastazy, wykazała istnienie liniowej 
zależności między aktywnością enzym u a intensywnością 
świecenia. Aptamery wybarwiły odsetek aktywowanych 
neutrofilów w zawiesinie, co potw ierdza obecność elastazy

na powierzchni tych komórek [39], Jednocześnie w ykaza­
no, że aptamery są skutecznym narzędziem rozpoznającym 
specyficznie biomolekuły komórowe i mogą stanowić sub ­
stytut przeciwciał w metodach barwienia żywych komórek, 
a zwłaszcza w analizie fenotypów ej.

Cytometryczna analiza fenotypowa może być w ykona­
na tylko w zawiesinie żywych komórek, bez zam rażania i 
środków konserwujących [55], W przypadku wykorzysty­
wania RNA-aptamerów do barwienia żywych komórek, 
konieczna jest ochrona ich oligonukleotydowej struktury 
przed działaniem nukleaz. Hicke i wsp. [45] zsyntetyzowa- 
li aptamery zawierające 2'-aminopirymidynę, skierowane 
przeciwko selektynie L, błonowej cząsteczce adhezyjnej 
leukocytów, odgrywającej kluczową rolę w  zapoczątkowa­
niu ich przylegania do aktywowanego śródbłonka. Koń­
ce 5' aptam erów skonjugowano z fluoresceiną za pomocą 
łącznikowego glikolu polietylenowego. Aptamery dodane 
do mieszaniny komórek jednojądrzastych krwi obwodowej 
(PBMCs) specyficznie barwiły tylko leukocyty i neutrofile 
wykazujące ekspresję selektyny L. Wyniki pom iarów cyto- 
metrycznych były podobne dla komórek barwionych zna­
kowanymi przeciwciałami i aptamerami. Jednak aptam ery 
nieznakowane wykazywały większe powinowactwo do se­
lektyny L, niż aptamery skonjugowane z fluoresceiną i blo­
kowały barwienie komórek.

Aptamery RNA z 2'-F pirym idyną wykorzystano z po ­
wodzeniem do identyfikacji subpopulacji limfocytów w y­
kazujących powierzchniowo ekspresję cząsteczki CD4 w 
heterogennej zawiesinie PBMCs [44]. Biotynylowane oli- 
gonukleotydy konjugowano z kompleksem streptawidy- 
na-fluoresceina (SA-F) bądź streptawidyna-fikoerytryna 
(SA-PE). Obydwa konstrukty miały naturę multiwalentną. 
Porównawcze pomiary odsetka CD4+ limfocytów Th w mie­
szaninie mononuklearów krwi obwodowej, barwionych 
za pomocą przeciwciał i aptam erów dały w obydwu przy ­
padkach identyczne wyniki. Powinowactwo aptam erów  do 
cząsteczek CD4 było porównywalne do przeciwciał. Ponad ­
to przeprow adzone jednoczesne barwienie komórek prze­
ciwciałami i aptamerami wyznakowanym i różnymi bar­
wnikami i wiążącymi odmienne domeny cząsteczek CD4 
stwarza podstawy do wykorzystywania obu klas ligandów  
w analizach multiparametrycznych.

Aptamery stanowią atrakcyjny substytut przeciwciał w 
analizach, gdzie regiony Fc przeciwciał reagują w niepożą­
dany sposób z receptorami Fc, obecnymi na błonach wielu 
komórek, fałszując tym samym odczyt pomiaru. W dodatku  
generowanie aptamerów di- lub multiwalentnych, które jest 
stosunkowo prostym zabiegiem, może znacznie polepszyć 
charakterystykę pomiaru [3].

METODY IMMUNOCHEMICZNE

ELISA

Standardow a procedura wykrywania białek w krwi, m o­
czu, ślinie i innych płynach ustrojowych bazuje na tzw. te ­
ście kanapkow ym  (ang. sandwich assay) z użyciem dwóch 
przeciwciał monoklonalnych: pierwotnego — swoistego an- 
tygenowo oraz wtórnego — detektorowego, w yznakow a­
nego enzymatycznie lub flourescencyjnie [57]. Podstaw ow ą
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m etodą diagnostyczną, opartą na teście kanapkowym  jest 
test immunoenzymatyczny — ELISA (Ryc. 3a). Zapew­
nia on wysoką czułość w ykrywania i umożliwia ilościowe 
oznaczenie antygenów w próbie [58]. W praktyce diagno­
stycznej test ELISA jest używany do detekcji m.in. zaka­
żeń wirusowych (np. HIV, w irus zapalenia wątroby, wirus 
opryszczki, w irus ospy wietrznej), toxoplazmozy czy cho­
rób autoimmunologicznych. Dotychczas przeprowadzone 
badania potwierdzają możliwość stosowania aptamerów w 
tej metodzie.

Naukowcy z firmy farmaceutycznej NexStar (obecnie Gi­
lead Sciences, Foster City California) opracowali i opaten­
towali test kanapkowy z użyciem oligonukleotydów, na­
zw any ELONA (ang. enzyme-linked oligonucleotide assay), w 
którym  przeciwciało pierwotne zastąpili aptam erem  RNA 
[59] (Ryc. 3b). Porównano ELONA z klasycznym testem 
ELISA pod kątem parametrów ilościowych analizując izo- 
formę VEGF165 w próbie surowicy krwi człowieka. Związa­
ny z VEGF aptamer, uprzednio w yznakowany na końcu 5' 
fluoresceiną, wykryto za pomocą fragmentu Fab, skonjugo- 
w anego z fosfatazą alkaliczną. Wyniki testu ELONA były 
pow tarzalne i niemal identyczne z danymi uzyskanymi 
w  teście ELISA. Wysokiej dokładności, precyzji, czułości i 
specyficzności testu ELONA dowiodły również badania ze­
społu chińskiego, który w teście ELONA zastosował bioty- 
nylowane aptamery RNA do detekcji przeciwciał monoklo- 
nalnych związanych z TNFa w surowicy człowieka [60], W 
tym  przypadku aptamery zajęły miejsce przeciwciał w tór­
nych (Ryc. 3c). Istnieje również trzeci w ariant testu ELO­
NA, w którym aptamery pełnią funkcję zarówno ligandów 
wiążących analizowaną biomolekułę, jak i wyznakowanych 
cząsteczek reporterowych [61] (Ryc. 3d).

Test konkurencyjny (ang. competitive binding assay) jest ro­
dzajem testu ELISA, stosowanym zazwyczaj do w ykryw a­
nia i oznaczeń ilościowych tych antygenów, które dostępne 
są w  formie oczyszczonej i wysoce oczyszczonej. Do immo- 
bilizowanego na fazie stałej antygenu dodaje się próbę za­
wierającą nieznane ilości tego antygenu i roztwór znakowa­
nego przeciwciała. Zachodzi w tedy zjawisko „w yłapyw a­
nia przeciwciał" (ang. antibody capture) przez rozpuszczalny 
antygen obecny w próbie i obniżenie wiązania tego prze­
ciwciała do antygenu immobilizowanego. W analogiczny 
sposób prow adzi się test konkurencyjny z „wyłapywaniem 
antygenu" (ang. antigen capture) [58]. Ito i wsp. [62] zasto­
sowali aptam ery DNA do ilościowego oznaczenia horm o­
nu  tarczycowego T4 testem konkurencyjnym ELONA. Aby 
zwiększyć specyficzność wiązania, aptamery poddano do ­
datkowej selekcji negatywnej w procesie „counter-SELEX". 
O ligonukleotydy w yznakowano biotyną lub radioizotopem 
32P i poddano  wiązaniu z unieruchomionym w żelu T4. Ilość 
uw alnianych z matrycy ligandów DNA wzrastała liniowo 
w miarę dodaw ania próby — rozpuszczalnego horm onu T4, 
natom iast zjawisko to nie występowało, gdy próbę stanowił 
horm on Ty

WESTERN BLOT

A ptam ery można wykorzystywać również do detekcji 
białek immobilizowanych na membranie, w sposób analo­
giczny do przeciwciał stosowanych w technikach immu-

Rycina 3. Schemat przedstawiający istotę testu ELISA (a) oraz testu ELONA, z 
uwzględnieniem różnych warianów (b, c, d). Opis zawarty w tekście pracy.

nodetekcyjnych typu Western Biot lub dot-blot [3]. Wy­
znakowany radioaktywnie oligorybonukleotydowy Ugand 
zawierający zasady 2'-amino-pirymidynowe, zastosowano 
do detekcji horm onu człowieka, uwalniającego tyreotro- 
pinę (hTSH) w teście dot-blot [63]. A ptam er odznaczał się 
nie tylko wysokim powinowactwem  do hTSH (Kd rzędu 2,5 
nM), lecz również wysoką specyficznością, gdyż rozróżniał 
hTSH spośród innych glikohormonów o bardzo zbliżonej 
strukturze. Dokładny pomiar poziomu horm onu uw alnia­
jącego tyreotropinę w surowicy krwi jest podstawą diagno­
zowania zaburzeń czynnościowych przysadki mózgowej i 
tarczycy.

M urphy i wsp. [15] przeprowadzili porównawczy, che- 
miluminescencyjny Western Biot unieruchomionego na 
membranie czynnika transkrypcyjnego tarczycowego (TTF), 
z użyciem znakowanego przeciwciała anty-PentaHis oraz z 
zastosowaniem biotynylowanych aptam erów DNA. A pta­
mery nie wykazywały reaktywności krzyżowej z białkami 
kontroli i cechowała je podobna specyficzność działania do 
tej, obserwowanej u przeciwciał.

DIAGNOSTYKA OBRAZOWA

Radiologia, nazyw ana również diagnostyką obrazową, 
jest działem  klinicznym, w skład którego w chodzą różne 
techniki obrazowania, np. tomografia kom puterow a, ra ­
diografia, ultrasonografia, a także rezonans magnetyczny. 
Służą one do określania patomorfologii oraz oceny zm ian 
w metabolizmie i funkcji obrazow anych narządów . Pom i­
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mo stosowania zaaw ansow anych m etod kontrastow ania 
wciąż poszukuje się nowych środków  kontrastujących: 
zupełnie nieszkodliwych dla pacjenta, o pożądanych para ­
metrach em itowanego sygnału i wyższej swoistości tkan­
kowej.

SELEX umożliwia otrzym anie aptam erów  zdolnych 
wiązać się in vivo z białkami obecnymi na powierzchni w y ­
branego typu komórek lub określonej tkanki. Aptam ery 
tego rodzaju, odpow iednio w yznakow ane i zabezpieczone 
przed degradacją nukleolityczną, stanowią obiecujące na­
rzędzie diagnostycznego obrazow ania radiologicznego w 
medycynie. Komórki i tkanki now otw orow e, ze w zględu 
na swą specyficzną charakterystykę biochemiczną, w y d a ­
ją się być w yśm ienitym  celem dla aptam erów  — zarów no 
w zakresie diagnostyki jak i terapii. Hicke i wsp. [64] w y­
korzystali całe komórki (ustalone linie kom órkow e hodo­
w ane in vitro) jako matryce do selekcji aptam erów  (sym­
bol TT Al) skierowanych przeciwko tenascynie C, białku 
m arkerow ym  produkow anym  w dużych ilościach przez 
komórki nowotworowe, począwszy od transformacji do 
metastazy. W podobny sposób, inkubując pulę oligonu- 
kleotydów z zawiesiną komórek w  procesie SELEX, w y­
selekcjonowano aptam ery wiążące zew nątrzkom órkow ą 
dom enę receptorowej kinazy tyrozynowej (RTK) [65]. RTK 
jest transbłonow ym  białkiem zaangażow anym  w różne 
szlaki sygnałowe procesów regulujących w zrost i prolifera­
cję pew nych typów  now otw orów . Lupold i wsp. [66] użyli 
oczyszczonego, rekom binow anego polipeptydu, identycz­
nego z zew nątrzkom órkow ym  fragm entem  białka PMSA, 
do selekcji oligonukleotydów wiążących się do pow ierzch­
ni błon komórek raka prostaty. PMSA (ang. prostate-specific 
membrane antigen) jest specyficznym m arkerem  komórek 
raka prostaty. Ekspresja tego białka w zm aga się w raz ze 
stopniem  zezłośliwienia now otw oru. Selekcja aptam erów  
w obecności całych komórek redukuje ryzyko otrzym ania 
ligandów  wiążących dane białko błonowe jedynie w po ­
staci oczyszczonej, podczas gdy natyw na, prezentow ana 
na powierzchni błony komórkowej proteina pozostaw ała­
by niewidoczna dla tych oligonukleotydów.

Aptamery przyłączające się do powierzchni komórek 
lub tkanek określonego typu można selekcjonować również 
wtedy, gdy specyficzne białko błonowe, będące właściwym 
molekularnym celem aptameru, nie jest znane. W tym przy­
padku aptamery mogą służyć do identyfikacji nowych, biał­
kowych markerów komórek nowotworowych oraz później­
szej diagnostyki in vivo ognisk rakowych, opartej na wska­
zywaniu komórek prezentujących dane białko. Blank i wsp. 
[67] wyselekcjonowali oligonukleotydy przyłączające się do 
mikronaczyń krwionośnych szczurzego guza mózgu. Drob­
ne naczynia krwionośne nowotworu mogą bowiem różnić 
się strukturalnie, biochemicznie i funkcjonalnie od systemu 
naczyniowego zdrowej tkanki. Spośród 25 wyselekcjonowa­
nych sekwencji przyłączających się do naczyń krwionośnych 
guza, tylko jedna specyficznie odróżniała tkankę nowotwo­
rową od zdrowej. Aptamer skonjugowany z FITC użyto do 
wybarwienia skrawków mrożakowych guza w celu diagno­
zy histopatologicznej. Przypuszcza się, że oligonukleotydy, 
wyselekcjonowane w podobny sposób względem nowotwo­
ru mózgu człowieka, posłużą w przyszłości do diagnozowa­
nia i kontrolowania przebiegu choroby in vivo.

Badania nad uzyskaniem aptam erów specyficznie rozróż­
niających tkankę zmienioną chorobowo od zdrowej stw a­
rzają podstawy dla rozwoju metod diagnozowania obrazo­
wego, wykorzystujących wyznakowane oligonukleotydy 
jako czynniki kontrastujące w organizmie pacjenta. Zanim  
jednak aptamery staną się narzędziem rutynowych analiz 
w  diagnostyce klinicznej konieczne są testy ich param etrów  
farmakokinetycznych i dystrybucji w ewnątrz ustroju. Far­
makokinetyka oligonukleotydów jest wypadkow ą ich po d ­
stawowych własności fizycznych, chemicznych i biologicz­
nych: stabilności, wielkości cząsteczki, rozpuszczalności, 
zdolności do pokonywania barier biologicznych, klirensu z 
krwi, metabolizmu w nerkach i wątrobie itd. [68]. Charlton 
i wsp. [69] podali dożylnie aptamery w yznakowane radio ­
nuklidem  " mTc szczurom, u których kilka godzin wcześniej 
wywołano miejscowy odczyn zapalny (reakcję Arthusa) w  
kończynie przedniej. Markerem zapalenia i m olekularnym 
celem dla aptam erów była w spom niana wyżej elastaza 
nautrofilowa. Działanie oligonukleotydów porów nyw ano 
z kontrolą pozytywną, którą stanowiło przeciwciało klasy 
IgG, rutynow o stosowane w diagnozowaniu zapalenia. A p­
tamery charakteryzował bardzo szybki klirens z krwioobie­
gu kończyn nie objętych zapaleniem, podczas gdy przeciw ­
ciała utrzymywały się w nich przez dłuższy czas. Ponadto 
ligandy nukleinowe osiągnęły istotnie wyższy stosunek 
sygnału do szum u niż immunoglobuliny.

Trombina jest kom pleksowym  enzym em  osocza, o d ­
grywającym kluczową rolę w  procesie krzepnięcia krwi. 
Zwiększona obecność trom biny w organizmie, bądź nie ­
dobór naturalnych antykoagulantów , prow adzą do trom - 
bofilii. Pod tym  szerokim pojęciem kryją się takie p rzy ­
padki chorobowe, w których stw ierdza się predyspozycję 
pacjenta do nadmiernej krzepliwości krwi. Są to p rzede 
wszystkim  choroby zakrzepow o-zatorow e żył oraz ich po ­
wikłania, zatory tętnic, które nie leczone mogą kończyć się 
zgonem. Podstawą udanej terapii przeciwzakrzepowej jest 
z kolei skuteczna diagnoza wczesnego stadium  rozwoju 
choroby. Początki badań nad aptam eram i antytrom bino- 
wymi sięgają już wczesnych lat 90-tych ubiegłego w ieku 
[70,71]. Prace z ostatnich lat w dużej części dotyczą oceny 
działania aptam erów  antytrom binow ych in vivo. D ougan i 
wsp. [72] spraw dzali okres trw ania znakow anych rad ioak ­
tywnie aptam erów  antytrom binow ych (ODN 1 i O D N  2), 
zabezpieczonych przed działaniem 3'-egzonukleaz, w  w a ­
runkach zatrzym anego krążenia, jakie występują w  miej­
scu zatoru naczyniowego oraz w krwi krążącej. W yniki dla 
obu przypadków  drastycznie różniły się od siebie. Podczas 
gdy w miejscu zatoru żylnego aptam ery utrzym yw ały się 
przez kilka godzin, to okres ich trwania w krwi krążącej 
wynosił zaledwie minutę. Nagły klirens oligonukleotydów  
z krwi i ich retencja w w ątrobie ograniczały możliwość pe ­
netracji zakrzepu i związania się z trombiną. Późniejsze 
badania tego zespołu dotyczyły obrazowania aktyw nych 
miejsc pow staw ania zakrzepów  w naczyniach krw io ­
nośnych na podstaw ie ilościowego oznaczania trom biny 
[73]. Doświadczenia in vitro wykazały, że aptam er ODN2 
może tworzyć potrójny kompleks z trom biną zw iązaną z 
włóknikiem, przyłączając się do niej w tym sam ym  miej­
scu wiązania co heparyna. W iązanie aptam erów  ODN2 do 
m odelowego skrzepu in vitro wzrastało proporcjonalnie w
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miarę dodaw ania trombiny. Jednak uzyskanie podobnych 
w skaźników  w w arunkach in vivo, na modelu zwierzęcym, 
okazało się niemożliwe z pow odu gwałtownego klirensu z 
krw i obwodowej. A utorzy sugerują również istnienie in­
nego białka wszechobecnego w osoczu, które a lternatyw ­
nie do trom biny może posiadać miejsce w iązania ODN2.

Szybki klirens czynnika kontrastującego z ustroju jest 
zjawiskiem pożądanym  w diagnostyce obrazowej. Jed­
nak optym alny okres u trzym yw ania się aptam erów  w 
krw ioobiegu powinien być na tyle długi, aby możliwe 
było dotarcie cząsteczek do właściwego miejsca ich dzia ­
łania, dostateczne wysycenie obrazowanej tkanki oraz 
odpow iednio  długa emisja sygnału, umożliwiająca doko­
nanie pom iaru. Chemiczne modyfikacje mogą znacznie 
popraw ić biostabilność oligonukleotydów, lecz zarazem  
m ogą w pływ ać niekorzystnie na ich właściwości farma- 
kokinetyczne, wym agane w technikach obrazowania [68]. 
Najbardziej obiecującymi kandydatam i do stosowania w 
diagnostyce in vivo wydają się zatem  być oligonukleotydy 
m odyfikow ane w sposób, który nie w pływ a zarów no na 
ich pow inow actw o i specyficzność wiązania, em itowany 
sygnał jak i zdolność penetracji chorej tkanki. Niemodyfi- 
kow ane aptam ery RNA skierowane przeciwko tenascynie 
C (oznaczone TTAl) porów nyw ano w doświadczeniach 
in vivo z  ich analogami zawierającymi 2 '-0-m etylopiry- 
m idynę (TTA1.1) oraz oligonukleotydam i usztyw nionym i 
(TTAl.2) pod kątem stabilności w krwi obwodowej, bio- 
dystrybucji w organizmie, klirensu ustrojowego i w ychw y­
tu przez now otw ór [74], Wszystkie aptam ery w yznakow a­
no izotopem  " mTc. Okres półtrw ania aptam erów  TTA l.2 
(53 godziny) w osoczu krwi człowieka był niemal o 25% 
dłuższy niż aptam erów  niemodyfikowanych (42 godziny). 
Testy w iązania aptam erów  TTA1.1 i TT A l.2 do cząstecz­
ki docelowej na drodze konkurencji z TT A l nie wykazały 
istotnych różnic w  powinowactwie i specyficzności ligan­
dów. W badaniach nad biodystrybucją i farmakokinetyką, 
ap tam ery  w strzyknięto dożylnie myszom z rozwiniętym  
podskórn ie  glejakiem człowieka. Zgodnie z oczekiwania­
mi, TTA1.2 w ykazywały najlepszy w ychw yt przez tkankę 
now otw oru , przy jednocześnie najwolniejszym klirensie 
z krwi. Towarzyszyło m u zjawisko retencji m odyfikow a­
nych aptam erów  w wątrobie i nerkach, opisyw ane rów ­
nież w innych pracach. Badania z aptam erem  TT A l dostar­
czają unikalnych i kom pleksowych danych i predystynują 
usztyw nione oligonukleotydy do pełnienia roli czynni­
ków  kontrastujących w diagnostyce obrazowej. Jednakże 
praw dziw ie  przełom owe wydają się być doświadczenia 
przyżyciow e z w ykorzystaniem  znakow anych izotopowo 
aptam erów , obrazowanych techniką pozytronowej emisyj­
nej tomografii kom puterowej, PET (ang. Positrón Emission 
Tomography).

Tomografia pozytronowa jest nieinwazyjną techniką 
obrazowania, w  której rejestruje się promieniowanie po­
wstające podczas rozpadu tzw. krótkożyjących izotopów 
prom ieniotwórczych (najczęściej 18F), podanych pacjentowi. 
PET jest uznaną metodą diagnostyki i monitorowania cho­
rób now otw orow ych na podstawie aktywności metabolicz­
nej tkanek. Badanie daje możliwość dokładnego zróżnico­
w ania m iędzy nowotworam i złośliwymi i łagodnymi. Tak­
że pacjenci cierpiący na choroby nienowotworowe, takie jak

przewlekłe zapalenia i infekcje, mogą korzystać z osiągnięć 
tej metody diagnostyki obrazowej. W badaniach rutynowo 
wykorzystuje się deoxyglukozę znakowaną izotopem l8F 
(preparat 18F-FDG) [75]. Boisgard i wsp. [68] użyli nieak­
tywnych aptam erów  lustrzanych L-RNA i L-DNA, znako­
wanych izotopami 18F, 125I oraz 35S w technice obrazowania 
PET. Celem doświadczeń było określenie biodystrybucji 
i param etrów farmakokinetycznych oligonukleotydów w 
organizmach pawianów i szczurów. Zwierzętom podano 
dożylnie L-RNA, bądź L-DNA aptamery, po czym pobrano 
próbki osocza krwi i moczu. W krwi naczelnych, pobranej 
3 godziny po iniekcji, nie stwierdzono degradacji ani czą­
steczek L-RNA, ani L-DNA. Próbki moczu ujawniły po 3 
godzinach ograniczoną nukleolizę aptamerów na poziomie 
ok. 30%. Analizy biologicznych próbek od szczurów dostar­
czyły podobnych wyników. Pomiary tomograficzne, w y­
konywane przyżyciowo pawianom  w krótkich odstępach 
czasu od m om entu iniekcji, ujawniły doskonałe właściwości 
aptam erów lustrzanych. Nie stwierdzono niespecyficznego 
wiązania aptam erów  w tkankach. Natomiast wzrastająca 
w  miarę upływ u czasu retencja tych cząsteczek w nerkach, 
przy jednoczesnym braku ich biodegradacji do wolnych L- 
nukleotydów, wskazuje na prawidłowy metabolizm apta ­
merów lustrzanych w organizmie.

Unikalne własności aptam erów zachęcają do prób zaad­
aptowania ich do technik obrazowania diagnostycznego. 
Aptamery są cząsteczkami o niewielkich rozmiarach (-10 
kDa), dzięki czemu krótko pozostają w układzie krążenia, 
szybko przedostają się do docelowego miejsca działania w 
organizmie [39] i mogą być podaw ane zarówno dożylnie jak 
i podskórnie [37], Dotąd nie stwierdzono, aby wywoływały 
odpow iedź immunologiczną organizmu [76].

PODSUMOWANIE

Światowe zainteresowanie technologią aptam erów n u ­
kleinowych wynika przede wszystkim z ich uniwersalizmu 
aplikacyjnego. Wielomilionwe inwestycje takich dużych 
firm farmaceutycznych, jak NOXXON Pharma AG, Gilead 
Sciences czy Archemix, na rozwój technologii SELEX św iad­
czą o olbrzymim potencjale ukrytym  w aptametrach i rów ­
nie dużych nadziejach na w prow adzenie ich do powszech­
nego stosowania w medycynie. Aptamery znajdują szereg 
potencjalnych i praktycznych zastosowań w badaniach 
naukowych, analityce, diagnostyce oraz terapii, jako narzę­
dzia rozpoznania molekularnego [4], Niestety, Ugandy n u ­
kleinowe wciąż pozostają w  cieniu stosowanych powszech­
nie przeciwciał, ze względu na brak dostatecznie rozbudo­
wanego zaplecza technologicznego i zbyt silnej konkurencji 
ze strony firm produkujących przeciwciała. Wyniki badań 
dow odzą jednak, że aptam ery można w stosunkowo łatwy 
sposób dostosowywać do w ym ogów technicznych metod 
diagnostycznych. Autorzy licznych publikacji na temat ap ­
tamerów i ich zastosowań przewidują intensywny rozwój 
tej technologii. Niezwykle przydatnym , usystem atyzowa­
nym  źródłem informacji o aptamerach — ich cząsteczkach 
docelowych, sekwencjach, procesie selekcji — jest interneto­
wa baza danych stworzona przez zespół Andrew D. Elling- 
tona, dostępna pod adresem: h ttp ://ap tam er.icm b .utexas. 
e d u /  [77].

268 w w w. postępy biochemii, plhttp://rcin.org.pl

http://aptamer.icmb.utexas


PIŚMIENNICTWO
1. Maclean D, Baldwin JJ, Ivanov VT, Kato Y, Shaw A, Schenider P, Gor­

don EM (1999) Glossary of terms used in combinatorial chemistry. 
Pure Appl Chem 71: 2349-2365

2. Ellington AD, Szostak JW (1990) In vitro selection of RNA molecules 
that bind specific ligands. Nature 346: 818-822

3. Jayasena SD (1999) Aptamers: an emerging class of molecules that ri­
val antibodies in diagnostics. Clin Chem 45:1628-1650

4. Tombelli S, M inunni M, Mascini M (2005) Analytical applications of 
aptamers. Biosens Bioelectron 20: 2424-2434

5. Hicke BJ, Stephens AW (2000) Escort aptamers: a delivery service for 
diagnosis and therapy. J Clin Invest 106: 923-928

6. Figurska M, Stankiewicz A (2005) Terapia wysiękowej postaci zwy­
rodnienia plamki związanego z wiekiem: stan obecny i perspektywy. 
Klinika Oczna 107: 334-339

7. Tuerk C, Gold L (1990) Systematic evolution of ligands by exponen­
tial enrichment: RNA ligands to bacteriophage T4 DNA polymerase. 
Science 249: 505-510

8. Ellington AD, Szostak jW  (1990) In vitro selection of RNA molecules 
that bind specific ligands. Nature 346: 818-822

9. Ellington AD, Szostak JW (1992) Selection in vitro of single-stranded 
DNA molecules that fold into specific ligand-binding structures. Na­
ture 355: 850-852

10.Tyczewska A, Figlerowicz M, Twardowski T (2003) Aptamery RNA 
jako potencjalne leki przeciwwirusowe. Biotechnologia 2:153-164

11. Wilson DS, Szostak JW (1999) In vitro selection of functional nucleic 
acids. A nnu Rev Biochem 68: 611-647

12. Lorsch JR, Szostak JW (1994) In vitro selection of RNA aptam ers speci­
fic for cyanocobalamin. Biochemistry 33: 973-982

13. Drolet DW, Jenison RD, Smith DE, Pratt D, Hicke BJ (1999) A high 
throughput platform for systematic evolution of ligands by exponen­
tial enrichment (SELEX). Comb Chem High Throughput Screen 2: 271- 
278

14. Golden MC, Collins BD, Willis MC, Koch TH (2000) Diagnostic poten­
tial of photo-SELEX-evolved ssDNA aptamers. J Biotechnol 81: 167- 
178

15. M urphy MB, Fuller ST, Richardson PM, Doyle SA (2003) An improved 
method for the in vitro evolution of aptam ers and applications in pro­
tein detection and purification. Nucleic Acids Research 31: ellO

16. M endosa SD, Bowser MT (2004) In ińtro evolution of functional DNA 
using capillary electrophoresis. J Am Chem Soc 126: 20-21

17. Vater A, Jarosch F, Buchner K, Klussmann S (2003) Short bioactive 
spiegelmers to migraine-associated cadtonin gene-related peptide ra­
pidly identified by a novel approach: tailored-SELEX. Nucleic Acids 
Res 31: el30.

18. Cox JC, H ayhurst A, Hesselberth J, Bayer TS, Georgiou G, Ellington 
AD (2002) Autom ated selection of aptam ers against protein targets 
translated in vitro: from gene to aptamer. Nucleic Acids Res 30: e l08

19. Eulberg D, Buchner K, Maasch C, Klussmann S (2005) Development 
of an autom ated in vitro selection protocol to obtain RNA-based ap­
tamers: identification of a biostable substance P antagonist. Nucleic 
Acids Res 33: e45

20. Jenison RD, Gill SC, Pardi A, Polisky B (1994) High-resolution molecu­
lar discrimination by RNA. Science 263:1425-1429

21. Conrad R, Keranen LM, Ellington AD, Newton AC (1994) Isozyme- 
specific inhibition of protein kinase C by RNA aptamers. J Biol Chem 
269: 32051-32054

22. Michaud M, Jourdan E, Villet A, Ravel A, Grosset C, Peyrin E (2003) A 
DNA aptam ers as a new target-specific chiral selector for HPLC. J Am 
Chem Soc 125: 8672-8679

23. Sassanfar M, Szostak JW (1993) An RNA motif that binds ATP. Nature 
364: 550-553

24. M annironi C, Nardo AD, Fruscoloni P, Tocchini-Valenti GP (1997) In 
vitro selection of dopam ine RNA ligands. Biochemistry 36: 9726-9734

25. James W (2000) Aptamers. W: Meyers RA (red) Encyclopedia of Ana­
lytical Chemistry. John Wiley & Sons Ltd, Chichester, str. 4848-4871

26. H erm ann T, Patel DJ (2000) Adaptive recognition by nucleic acid apta­
mers. Science 287: 820-825

27. Ziomek K, Kierzek R (1999) Drugorzędowe motywy strukturalne 
RNA. Postępy Biochem 45: 80-87.

28. Gold L, Polisky B, Uhlenbeck O, Yarns M (1995) Diversity of oligonuc­
leotide functions. Annu Rev Biochem 64: 763-797

29. Feigon J, Dieckmann T, Smith FW (1996) A ptamer structures from A to 
zeta. Chem Biol 3: 611-617

30. Kierzek R (1998) Właściwości termodynamiczne kwasów rybonukle­
inowych. W: Koroniak H, Barciszewski J, Markiewicz WT, Ziemnicki 
K (red) Na pograniczu chemii i biologii, 11. W ydawnictwo Naukow e 
Uniwersytetu im. Adam a Mickiewicza w  Poznaniu, str. 369-416

31. Macaya RF, Schultze P, Smith FW, Roe JA, Feigon J (1993) Thrombin- 
binding DNA aptam er forms a unimolecular quadruplex structure in 
solution. Proc Natl Acad Sei USA 90: 3745-9374.

32. Phan AT, Kuryavyi V, Ma J-B, Faure A, Andreola M-L, Patel DJ (2005) 
An interlocked dimeric parallel-stranded DNA quadruplex: A potent 
inhibitor of HIV-1 integrase. Proc. Natl Acad Sei USA 102: 634-639

33. Williamson JR (1994) G-quartet structures in telomeric DNA. Annu 
Rev Biophys Biomol Struct 23: 703-730

34. Piganeau N, Schroeder R (2003) Aptamer structures: a preview  into 
regulatory pathways? Chem Biol 10:103-104

35. Kohler G, Milstein C (1975) Continuous cultures of fused cells secre­
ting antibody of predefined specificity. Nature 256: 496-497

36. Hesselberth J, Robertson MP, Jhaveri, Ellington AD (2000) In vitro se­
lection of nucleic acids for diagnostic applications. Rev Mol Biotech 74: 
15-25

37. M cCarthy A (2002) Archemix. Nucleic Acids Platforms. Chem Biol 9: 
663-665

38. Romig TS, Bell C, Drolet DW (1999) A ptamer affinity chromatography: 
combinatorial chemistry applied to protein purification. J Chrom atogr 
B Biomed Sei Appl 731: 275-284

39. Charlton J, Sennello J, Smith D (1997) In vivo imaging of inflam mation 
using an aptam er inhibitor of hum an neutrophil elastase. Chem Biol 4: 
809-816

40. Pestourie C, Tavitian B, Duconge F (2005) Aptamers against extracellu­
lar targets for in vivo applications. Biochimie 87:921-930

41. U nruh JR, G okulrangan G, Wilson GS, Johnson CK (2005) Fluorescen­
ce properties of fluorescein, tetramethylrhodam ine and texas red lin­
ked to a DNA aptamer. Photochem Photobiol 81: 682-690

42. Fitzwater T, Polisky B (1996) 'A  SELEX primer'. Methods Enzymol 
267:275-301

43. Davis KA, Abrams B, Lin Y, Jayasena SD (1996) Use of high affinity 
DNA ligand in flow cytometry. Nucleic Acids Res 24: 702-706

44. Davis KA, Lin Y, Abrams B, Jayasena SD (1998) Staining of cell surface 
hum an CD4 w ith 2'-F-pyrimidine-containing RNA aptam ers for flow 
cytometry. Nucleic Acids Res 26: 3915-3924

45. Hicke BJ, W atson SR, Koenig A, Lynott CK, Bargatze RF, Chang Y-F, 
Ringquist S, Moon-McDermott L, Jennings S, Fitzwater T, H an H-L, 
Varki N, Albinana I, Willis MC, Varki A, Parma D (1996) DNA apta ­
mers block L-selectin function in vivo. J Clin Invest 98:2688-2692

46. King GC, Knox SM, Williams BB, Harris J, Gupta DM, Di Giusto DA, 
Gabutero ER, Tyrelle GD, Lai Y-C, Aung MT, McCutcheon ST, Voel- 
cker N, Le HTT (2005) Multivalent circular aptamers: versatile nano­
structures for biomedical applications. Nanotech 1: 258-261

47. Pieken WA, Olsen DB, Benseler F, A urup H, Eckstein F (1991) Kinetic 
characterisation of ribonuclease-resistant 2'-modified ham m erhead ri- 
bozymes. Science 253: 314-317

48. Burmeister PE, Lewis SD, Silva RF, Preiss JR, Horwitz LR, Shannon 
Pendergrast P, McCauley TG, Kurz JC, Epstein DM, Wilson C, Keefe 
AD (2005) Direct in vitro selection of a 2 '-0-m ethyl aptam er to VEGF. 
Chem Biol 12: 25-33

49. Yang X, Gorenstein DG (2004) Progress in thioaptam er developm ent. 
Curr Drug Targets 5: 705-715

50. Duatti A (2004) In vivo imaging of oligonycleotides w ith nuclear tom o­
graphy. Curr Drug Targets 5: 753-760

Postępy Biochemii 52 (3) 2006 269http://rcin.org.pl



51. Di Giusto DA, King GC (2004) Construction, stability, and activity of 
m ultivalent circular anticoagulant aptamers. J Biol Chem 279: 46483- 
46489

52. Williams KP, Liu XH, Schumacher TN, Lin HY, Ausiello DA, Kim PS, 
Bartel DP (1997) Bioactive and nuclease-resistant L-DNA ligand of va­
sopressin. Proc Natl Acad Sci USA 94:11285-11290

53. Klussmann S, Nolte A, Bald R, Erdmann VA, Furste JP (1996) Mirror- 
image RNA that binds D-adenosine. Nature Biotechnol 14:1112-1115

54. Nolte A, Klussmann S, Bald R, Erdmann VA, Furste JP (1996) Mirror- 
design of L-oligonucleotide lignads binding to L-arginine. Nature Bio­
technol 14:1116-1119

55. Kaczmarek A, Osawa T, Leporowska E, Mackiewicz A (2002) Rola i 
miejsce cytometrii przepływowej w  diagnostyce klinicznej. Współ­
czesna Onkologia 6: 366-373

56. Ow en CA, Campbell MA, Sannes PL, Boukedes SS, Campbell EJ (1995) 
Cell surface-bound elastase and cathepsin G on hum an neutrophils: a 
novel, no-oxidative mechanism by which neutrophils focus and pre­
serve catalytic activity of serine proteinases. J Cell Biol 131: 775-789

57. Brody EN, Gold L (2000) Aptamers as therapeutic and diagnostic 
agents. Rev Mol Biotech 74: 5-13

58. Ugorski M, Krop-Wątorek A (1999) Metody immunochemiczne. W: 
Zabel M (red) Immunocytochemia. W ydawnictwo Naukowe PWN, 
W arszawa, str. 227-259

59. Drolet DW, Moon-McDermott L, Romig TS (1996) An enzyme-linked 
oligonucleotide assay. Nat Biotechnol 14:1021-1025

60. Yan XR, Gao XW, Yao LH, Zhang ZQ (2004) Novel m ethods to detect 
cytokines by enzyme-linked oligonucleotide assay. Sheng Wu Gong 
C heng Xue Bao 20:679-682

61. O 'Sullivan CK (2002) Aptasensors — the future of biosensing? Anal 
Bioanal Chem 372: 44-48

62. Ito Y, Kawazoe N, Imanishi Y (2000) In vitro selected oligonucleotides 
as receptores in binding assays. Methods 22:107-114

63. Lin Y, N ieuwlandt D, Magallanez A, Feistner B, Jayasena SD (1996) 
High-affinity and specific recognition of hum an thyroid stimulating 
horm one (hTSH) by in vitro selected 2'-amino-modified RNA. Nucleic 
Acids Res 24: 3407-3414

64. Hicke BJ, Marion C, Chang Y-F, Gould T, Lynott CK, Parma D, Schmidt 
PG, W arren S (2001) Tenascin-C aptam ers are generated using tum or 
cells and purified protein. J Biol Chem 276: 48644-48654

65. Cerchia L, Duconge F, Pestourie C, Boulay J, Aissouni Y, Gombert K, 
Tavitian B, de Franciscis V, Libri D (2005) Neutralizing aptam ers from 
whole-cell SELEX inhibit the RET receptor tyrosine kinase. PLoS Bio­
logy 3: 697-704

66. Lupoid SE, Hicke BJ, Lin Y, Coffey DS (2002) Identification and cha­
racterization of nuclease-stabilized RNA molecules that bind hum an 
prostate cancer cells via prostate-specific m em brane antigen. Cancer 
Res 62: 4029-4033

67. Blank M, Weinschenk T, Priemer M, Schluesener H (2001) Systematic 
evolution of a DNA aptam er binding to rat brain tum or microvessels. 
J Biol Chem 276:16464-16468

68. Boisgard R, Kuhnast B, Vonhoff S, Younes C, H innen F, Verbavatz 
JM, Rousseau B, Furste JP, W lotzka B, Dolle F, Klussmann S, Tavitian 
B (2005) In vivo biodistribution and pharmacokinetics of 18F-labelled 
Spiegelmers: a new class of oligonucleotidic radiopharmaceuticals. 
Eur J Nucl Med Mol Imaging 32: 470-477

69. Charlton J, Sennello J, Smith D (1997) In vivo imaging of inflammation 
using an aptam er inhibitor of hum an neutrophil elastase. Chem Biol 4: 
809-816

70. Griffin LC, Tidm arsh GF, Bock LC, Toole JJ, Leung LL (1993) In vivo 
anticoagulant properties of a novel nucleotide-based throm bin inhi­
bitor and demonstration of regional anticoagulation in extracorporeal 
circuits. Blood 81: 3271-3276

71. Li WX, Kaplan AV, Grant GW, Toole JJ, Leung LL (1994) A novel nuc­
leotide-based thrombin inhibitor inhibits clot-bound throm bin and 
reduces arterial platelet throm bus formation. Blood 83: 677-682

72. Dougan H, Lyster DM, Vo CV, Stafford A, Weitz JI, Hobbs JB (2000) 
Extending the lifetime of anticoagulant oligodeoxynucleotide apta­
mers in blood. Nucl Med Biol 27: 289-297

73. Dougan H, Weitz JI, Stafford AR, Gillespie KD, Klement P, Hobbs JB, 
Lyster DM (2003) Evaluation of DNA aptam ers directed to thrombin 
as potential throm bus imaging agents. Nucl Med Biol. 30: 61-72

74. Schmidt KS, Borkowski S, Kurreck J, Stephens AW, Bald R, Hecht M, 
Friebe M, Dinkelborg L, Erdmann VA (2004) Application of locked 
nucleic acids to im prove aptam er in vivo stability and targeting fun­
ction. Nucleic Acids Res 32:5757-5765

75. Nowak B, Szechiński J (2005) Zastosowanie pozytronowej tomografii 
emisyjnej (PET) w  diagnostyce zapaleń dużych naczyń — przegląd 
dotychczasowych badań. Reumatologia 43: 26-30

76. Cerchia L, Ham m  J, Libri D, Tavitian B, de Franciscis V (2002) Nucleic 
acid aptam ers in cancer medicine. FEBS Lett 528:12-16

77. Lee JF, Hesselberth JR, Meyers LA, Ellington AD (2004) Aptam er data­
base. Nucleic Acids Res 32: 95-100

Aptamers in clinical diagnostics 

Adam Szpechcinski , Alina Grzanka
UMK, D epartm ent of Histology and Embriology, L. Rydygier Collegium M edicum  in Bydgoszcz, Nicolaus Copernicus University in Torun, 24 
M. Karlowicza St., 85-092 Bydgoszcz, Poland 

e-mail: adam_szpechcinski@ cm.umk.pl

Key words: aptam ers, combinatorial chemistry, in vitro selection, SELEX, m olecular recognition, clinical diagnostics 

ABSTRACT
Aptamers are single-stranded DNA or RNA oligonucleotides selected in v itro  from combinatorial libraries in a process called SELEX (Syste­
matic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment). Aptamers play a role of artificial nucleic acid ligands that can recognize and bind to 
various organic or inorganic target molecules with high specificity and affinity. They can discriminate even between closely related targets 
and can be easily chemically modified for radioactive, fluorescent and enzymatic labeling or biostability improvement. Aptamers can thus be 
considered as universal receptors that rival antibodies in diagnostics as a tool of molecular recognition. To date aptamers have been successi­
vely used instead of monoclonal antibodies in flow cytometry, immunochemical sandwich assays and in v ivo  imaging as w ell to detect w ide  
range of small or large biomolecules.
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Badania struktury i funkcji prokariotycznych 
topoizomeraz klasy II szansą dla poszukiwania 
i syntezy nowych leków przeciwbakteryjnych

STRESZCZENIE

Bakteryjne topoizomerazy typu II są enzymami niezbędnymi dla prawidłowego funkcjo­
nowania genom u i wzrostu komórek. Gyraza jest odpowiedzialna za utrzymanie stanu 

negatywnego superskręcenia DNA w  komórce, natomiast topoizomeraza IV za rozdzielanie 
splecionych chrom osom ów po replikacji (dekatenację). Topoizomerazy typu II posiadają 
miejsce wiązania ATP, które może być wykorzystane jako cel dla leków przeciwbakteryj­
nych. Poznanie struktur krystalicznych fragmentów białek zawierających miejsce wiązania 
ATP sprzężone z ADPNP czy antybiotykami pozwoliło określić naturę tego miejsca i zrozu­
mieć mechanizm działania obecnych leków przeciwbakteryjnych, a także przyczynia się do 
opracowywania now ych antybiotyków. Kumaryny, chinoliny, cyklotialidyny to różne klasy 
leków przeciwbakteryjnych, dla których wspólnym  celem są topoizomerazy typu II, jednak 
mechanizm ich działania jest zasadniczo odmienny. Ostatnio scharakteryzowano nową kla­
sę antybiotyków o nazwie symocyklinony. Działają one w  zupełnie inny sposób na gyrazę 
DNA, co może przyczynić się do wynalezienia nowych skuteczniejszych leków przeciwbak­
teryjnych.

WPROWADZENIE

Praw idłow e funkcjonowanie genomu prokariotycznego możliwe jest, między 
innymi, dzięki obecności specyficznej grupy enzymów zwanych topoizomera- 
zami DNA. Topoizomerazy DNA stanowią maszynerię komórkową, zarządza­
jącą stanem topologicznym  DNA w żywej komórce. Mają one zdolność relakso­
wania negatyw nych i pozytywnych superskrętów oraz wprow adzania zarówno 
negatywnych (bakteryjna gyraza DNA), jak i w  niektórych przypadkach, pozy­
tywnych superskrętów  (odwrotna gyraza). Poza w pływ em  na poziom super­
skręcenia zamkniętej dom eny DNA, aktywność topoizomeraz może prowadzić 
do katenacji lub dekatenacji kolistych cząsteczek DNA oraz do rozplątywania 
nawiniętych liniowych chromosomów [1,2].

Topoizomerazy to enzymy, które spełniają swe funkcje poprzez przemiesz­
czenie jednej nici przez pęknięcie powstałe w  drugiej nici (typ I) lub przeniesie­
nie fragm entu dupleksu przez przerw ę wygenerowaną w dw uniciowym  DNA 
(typ II) [3]. W komórce Escherichia coli można wyróżnić cztery enzymy należące 
do dwóch klas. Są to topoizomerazy I i III, należące do klasy IA oraz topoizo­
merazy II i IV, należące do klasy IIA [4], Topoizomeraza II, zwana gyrazą, jako 
jedyna jest w  stanie w prow adzać negatywne superskręty kosztem hydrolizy 
ATP i jest odpow iedzialna za globalne generowanie negatywnych superskrętów 
w chromosomie bakteryjnym. Z kolei topoizomeraza IV, wykorzystując energię 
z hydrolizy ATP, rozdziela zaplecione wzajemnie siostrzane chromosomy po 
replikacji (dekatenacja), może także relaksować zarówno pozytywne jak i nega­
tywne superskręty [2-4],

TYP II BAKTERYJNYCH TOPOIZOMERAZ DNA

Topoizom erazy należące do typu II charakteryzują się określonymi cechami 
wspólnymi dla tej g rupy  enzymów. Są to białka, których aktywną formę sta­
nowi dim er wiążący dupleks DNA i tnący nici w  miejscach znajdujących się 
naprzeciwko siebie. Podczas cięcia DNA każda podjednostka dim eru wiąże się 
poprzez m ostek fosfotyrozynowy do końca 5' dupleksu za pomocą wiązania ko­
walencyjnego. Zm iana konformacyjna, powstająca w w yniku cięcia, powoduje 
w ygenerow anie przerw y w obszarze DNA zw anym  segmentem G (ang. gate). 
Drugi fragm ent tej samej lub innej cząsteczki DNA zwany segmentem T (ang. 
transport) jest przenoszony przez segment G. Reakcja wymaga obecności jonów 
Mg+2 oraz hydrolizy ATP do prawidłowego przebiegu [4-6].

W ystępująca powszechnie we wszystkich komórkach bakterii gyraza DNA 
jest enzym em  składającym się z dwóch podjednostek, a mianowicie GyrA i
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Rycina 1. Porównanie organizacji gyrazy DNA i topoizomerazy IV Escherichia coli. Klamrą zaznaczono 
domenę wiążącą i tnącą DNA. DA — domena ATP-azowa, DC — domena C-końcowa.

GyrB. Podjednostki tworzą tetram etr A,B^ stanowiący ak­
tywną formę enzymu [7],

Podjednostka GyrA kodow ana jest przez gen gyrA  o d łu ­
gości 2625 pz. Białko GyrA składa się z 874 reszt aminokwa- 
sowych, a jego masę cząsteczkową szacuje się na 97 kDa. W 
skład podjednostki GyrA w chodzą dw ie domeny. Domena 
N-końcowa, o masie cząsteczkowej 59-64 kDa, jest zaanga­
żowana w cięcie DNA i jego późniejsze łączenie. Dom ena C- 
końcowa, o masie cząsteczkowej 33 kDa, jest odpow iedzial­
na za przyłączanie enzymu do dupleksu  DNA [7,8].

Podjednostka GyrB jest kodow ana przez gen gyrB o d łu ­
gości 2412 pz. Białko GyrB składa się z 803 reszt aminokwa- 
sowych, a jego masa cząsteczkowa w ynosi 90 kDa. Podobnie 
jak białko GyrA, podjednostka GyrB składa się z dw óch do­
men. Domena N-końcowa, o masie 43 kDa, ma aktywność 
ATP-azy. Domena C-końcowa, o masie 47 kDa, odpow iada 
za interakcje z DNA oraz podjednostką GyrA. W mniejszej 
domenie białka GyrB można wyróżnić subdom enę o masie 
24 kDa, charakteryzującą się wysokim  pow inow actw em  do 
antybiotyków kumarynowych [7,8].

D rugim  enzymem należącym do tej g rupy topoizomeraz 
jest topoizomeraza IV, kodow ana przez geny parC i parE. 
Gen parC koduje białko składające się z 752 reszt aminokwa- 
sowych, a jego masa cząsteczkowa w ynosi blisko 84 kDa. 
Gen parE, z kolei, koduje białko składające się z 630 reszt 
aminokwasowych, o masie cząsteczkowej powyżej 70 kDa
[8,9]. Podjednostki ParC i ParE wykazują wysoki stopień 
podobieństwa organizacji do, odpow iednio, podjednostki 
GyrA i GyrB [10] (Ryc. 1).

W roztw orach, podjednostk i G yrA  i 
ParC tw orzą dim ery, natom iast pod jed ­
nostki GyrB i ParE pozostają w form ie 
m onom erów  [10,11]. Funkcjonalne en ­
zym y w ystępują jako hetero tetram ery  
w postaci G yrA 2GyrB^ oraz ParC2ParE^ 
[3], Podczas w iązania ATP, pod jednost­
ki GyrB i ParE dim eryzują, co p raw ­
dopodobnie  jest jednym  z kluczow ych 
elem entów  w proponow anym  m echa­
nizm ie działania topoizom eraz DNA 
[4,6,12].

Podjednostki GyrA i ParC mają znaczenie przy w iąza­
niu DNA, a także jego cięciu i ponow nym  łączeniu [10,11]. 
Działanie wszystkich topoizomeraz opiera się na zasadzie 
utworzenia mostka fosfotyrozynowego, pomiędzy tyrozy­
ną znajdującą się w aktywnym  miejscu, a szkieletem DNA 
[3-5]. Podstawnik tyrozynowy znajduje się w  pozycji 122 
am inokwasu w przypadku GyrA [8], natomiast w  p rzypad ­
ku ParC w  pozycji 120 [8,13]. Zarówno gyraza, jak i topoizo­
meraza IV tną w  sposób specyficzny, tworząc wolny koniec 
3 'OH i czteronukleotydowy lepki koniec od strony 5' [8,10]. 
GyrB odpow iada za wiązanie ATP i jego hydrolizę [14], Ba­
zując na fakcie wysokiego podobieństwa sekwencji amino- 
kwasowej pomiędzy GyrB i ParE można wywnioskować, że 
ParE pełni podobną rolę dla topoizomerazy IV, co GyrB dla 
gyrazy [8] (Ryc. 2).

W procesie w prow adzania negatywnych superskrętów 
przez gyrazę, sposób wiązania enzym u z DNA ma klu­
czowe znaczenie. DNA zostaje owinięty wokół enzym u w 
orientacji prawoskrętnej. Około 140 pz DNA bezpośrednio 
styka się z enzymem, z czego około 40 pz położonych cen­
tralnie jest najbardziej oporne na trawienie DNazą I [8], Za 
wiązanie DNA i w prow adzanie ujemnych superskrętów, 
odpow iada w głównej mierze dom ena C-końcowa podjed­
nostki GyrA [11], Orientacja prawoskrętna DNA owinięte­
go na rdzeniu enzym u pozwala wywnioskować, że gyraza 
powinna wiązać się z najwyższym pow inow actw em  do 
pozytywnie superskręconego, następnie zrelaksowanego i 
negatywnie superskręconego DNA [3,15].

Gyraza może katalizować reakcję usuwania pozytywnych 
superskrętów na zasadzie: jeden pozytywny 
superskręt jest zamieniany na jeden negatyw­
ny superskręt. Jednakże jej aktywność jest 
wówczas co najmniej 30-krotnie mniejsza, niż 
w  przypadku w prowadzania negatywnych 
superskrętów na zrelaksowanym DNA. Poza 
ATP-zależną relaksacją pozytywnych super­
skrętów, enzym ten może katalizować reakcję 
usuwania negatywnych superskrętów w spo­
sób ATP-niezależny [14,16], Reakcja ta zacho­
dzi z około 40-krotnie mniejszą częstością i nie 
jest hamowana przez antybiotyki kumaryno- 
we, które współzawodniczą z ATP o miejsce 
wiązania w enzymie [11,17].

Topoizomeraza IV ma najwyższe pow i­
nowactwo do negatywnie superskręconego

ParEt 1 MTQTYNADAIEVLTGLEPVRRRPGMYT DTTRPNHLGQEVID:! SVDEALAGHAKRVD 56
M+ +Y+ + +I+VX, GL+ VR+RPGMY D T +H+ EV+DN++DEALAGH K ♦

GyrB t 1 MSNSYDS S SXEVLKGLDAVRERPGMYIGDTDDGTGLHHMVFEWDN XDEALAGHCKE11 60

ParBs 57 VILHADQSLEVXDDGRGMPVDIHPEEGVPAVBLXLCRLHAGGKPSNKKYQFSGGLHGVGI 116
V +HAD S+ V DDGRG+P XHPBBGV A E+X+ LHAGGKF + +Y+ SGGLHGVG+ 

GyrB» 61 VTIHADNSVSVQDDGRGIPTGIHPBBGVSAABVIMTVLHAGGKFDDNSYKVSGGLHGVGV 120

ParBi 117 SWHALSKRVEVNVRRDGQVTNIAFENGEKVQDLQWGTCGKRirrGTSVHFWPD-ETFFD 17 5
SWHALS+++B+ ++R+G+++ +E+G Ł V G K TGT V FWP BTF +

GyrB» 121 SWHALSQKLELVIQREGKIHRQIYEHGVPQAPLAVTGETEK--TGTWVRFWPSLETFTN 178
*

ParE» 176 SPRFSVSRLTHVLKAKAVLCPGVBITFKDEIHWTEQRWCYQD 117 
F Ł L+ + Ł GV X +D+ + E + Y+

GyrB t 179 VTEFEYBXLAKRLRELSFLNSGVSXRI.RDKRDGKEDHFHYEG 220

Rycina 2. Porównanie N-końcowych sekwencji ParE i GyrB. Aminokwasy zaznaczone pomiędzy linia­
mi ParE i GyrB wskazują na identyczność sekwencji, natomiast znaki plus wskazują na podobieństwo 
strukturalne reszt aminokwasowych. W kolorze zielonym zaznaczono podstawniki ważne dla wiązania 
ATP, z kolei na czerwono podstawniki zaangażowane w wiązanie nowobiocyny. Kolorem niebieskim 
wyróżniono podstawniki wiążące zarówno ATP jak i antybiotyk.
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DNA. Związana z DNA, nie powoduje jego owijania się 
wokół enzymu w orientacji prawoskrętnej, a region oporny 
na działanie DNazy I ma zaledwie 34 pz [9]. W obecności 
ATP relaksuje negatywne superskręty, jednak ze znacznie 
mniejszą wydajnością, niż w reakcji dekatenacji kolistych 
cząsteczek DNA. Ponadto, topoizomeraza IV ma zdolność 
relaksowania pozytywnych superskrętów w reakcji ATP- 
zależnej, jednak jej aktywność jest 30-krotnie niższa, niż w 
przypadku rozdzielania połączonych cząsteczek DNA (ka- 
tenatów) [18]. Dekatenacja cząsteczek DNA jest najważniej­
szą funkcją tego enzymu pełnioną in vivo [19].

N-KOŃCOWA DOMENA PODJEDNOSTKI GyrB I ParE

Poznanie struktury krystalicznej podjednostki GyrB 
sprzężonej z ADPNP pozwoliło wysunąć wnioski, że struk­
turę kompleksu stanowią dwie domeny 43 kDa, tworzące 
dim er oraz po jednej cząsteczce ADPNP przypadającej na 
m onomer GyrB. Każda domena 43 kDa zawiera dw a regio­
ny: N-końcowy, który stanowi 8-łańcuchowa p-harmonijka 
oraz 5 a-helis, natomiast C-końcowy składa się z 4-łańcu- 
chowej p-harmonijki oraz 4 a-helis. Ponadto w obecności 
ATP lub jego analogu domena A TP-azowa GyrB dimeryzu- 
je, przy czym ADPNP łączy się z białkiem zarówno poprzez 
N-koniec jak i C-koniec. Podczas dimeryzacji obu domen 
dochodzi do powstania zagłębienia pomiędzy m onom era­
mi, którego podstawę tworzą długie a-helisy C-końcowych 
regionów domen 43 kDa podjednostki GyrB. Jak się później 
okazało, w zagłębieniu znajdują się podstawniki arginino- 
we, posiada ono także wymiary umożliwiające swobodne 
umieszczenie podwójnej nici DNA. Z kolei N-końcowy re­
gion jednego monomeru, owija się wokół drugiego mono­
meru, eksponując kluczowy podstaw nik odpowiedzialny 
za wiązanie ATP, tj. resztę tyrozynową w pozycji piątego 
am inokwasu (Tyr5) [12].

Dzięki eksperymentom z wykorzystaniem krystalogra­
fii strukturalnej, możliwa stała się ocena udziału hydrolizy 
ATP podczas jednego cyklu działania enzymu, a także lo­
kalizacja miejsca, w  którym uwięziony zostaje fragment d u ­
pleksu DNA [20]. Co więcej, udało się zaproponować ogól­
ny, a zarazem najbardziej praw dopodobny model działania 
topoizomeraz typu II, według którego, na skutek dim ery­
zacji dwóch dom en podjednostek GyrB, powstaje białkowy 
zatrzask, którego działanie zależy od ATP [5,6]. W końcu, 
dane pochodzące z krystalografii, okazały się być bardzo 
cenne w zrozumieniu mechanizmu oddziaływania różne­
go rodzaju związków o charakterze przeciwbakteryjnym z 
miejscem wiązania ATP [12].

Podobnie jak w przypadku podjednostki GyrB gyrazy, 
N-końcowa domena 43 kDa podjednostki ParE, zawierają­
ca miejsce wiązania ATP, dimeryzuje w obecności ADPNP. 
Związek ten wiąże się z poszczególnymi monomerami ParE 
tworzącymi dimer. Każdy monom er ParE zawiera dwie 
subdomeny: N-końcową (podstawniki od 1 do 217), skła­
dającą się z 8-łańcuchowej p-harmonijki oraz 5 a-helis i sub- 
dom enę C-końcową (podstawniki 218 do 390), składającą 
się z 4-łańcuchowej P-harmonijki oraz 4 a-helis. Podobnie 
jak w przypadku GyrB, dim er ParE stabilizowany jest przez 
N-końcowe ramię (podstawniki 1 do 15) jednego m onome­
ru, które owija się wokół drugiego monomeru, eksponując

konserw atyw ny ewolucyjnie aminokwas Tyr5. Z kolei C- 
końcowe domeny, tw orzą zagłębienie otoczone długimi a- 
helisami po obu stronach dimeru, które odpowiedzialne jest 
za umieszczenie segm entu T DNA w pobliżu segmentu G 
DNA [21].

Strukturalne podobieństwo, występujące pomiędzy pod- 
jednostką GyrB gyrazy a ParE topoizomerazy IV, pozw o­
liło zaliczyć oba enzym y do zróżnicowanej rodziny białek, 
zwanej rodziną GHKL (ang. Gyrase, Hsp90, Histidine Kinas- 
es, MutL). Wszystkie białka należące do rodziny GHKL po­
siadają zbliżoną trójwym iarową budow ę miejsca wiążącego 
ATP [22], Do rodziny białek GHKL przypisać można, na 
zasadzie podobieństw a sekwencyjnego pomiędzy dom ena­
mi ATP-azowymi, wszystkie topoizomerazy typu II (w tym  
eukariotyczną topo II). Jednakże w skład rodziny, oprócz 
GyrB, w chodzą także inne białka, których funkcja jest zupeł­
nie odm ienna, a mianowicie: bakteryjne białko MutL oraz 
białka MLH i PMS ssaków, należące do systemu napraw y 
błędnie sparow anych zasad. Rodzinę GHKL stanowią także 
białka pomocnicze Hsp90 człowieka, a także mitochondrial- 
ne kinazy BCK oraz kinazy histydynowe, np. białko CheA 
bakterii, odpow iedzialne za chemotaksję [22],

W arto zauważyć, że strukturalne podobieństwo, w ystę­
pujące pom iędzy poszczególnymi białkami należącymi do 
rodziny GHKL, może mieć bardzo niekorzystny w pływ  na 
skuteczność stosowania niektórych leków. Leki przeciw- 
bakteryjne, których działanie opiera się na blokowaniu do ­
stępu ATP do miejsca wiązania w enzymie, mogą również 
negatywnie w pływ ać na zasadnicze funkcje białek należą­
cych do rodziny GHKL.

MECHANIZM DZIAŁANIA

Jak w spom niano powyżej, działanie topoizomeraz II 
opiera się na zasadzie przenoszenia fragmentu dupleksu 
DNA, zw anego segm entem  T, przez przerwę wygenero­
w aną w  innym  miejscu tej samej lub innej cząsteczki DNA, 
zwanej jako segm ent G. Segment T wnika w białkowy ot­
w ór po jednej stronie enzymu, jest transportowany przez 
segment G, znajdujący się w ewnątrz enzymu, a następnie 
zostaje usunięty przez drugi białkowy otwór, znajdujący się 
po drugiej stronie enzym u [23,24].

Fragm ent G DNA, który jako pierwszy zostaje zw iąza­
ny przez enzym  jest przejściowo cięty, ale pozostaje kow a­
lencyjnie związany z enzym em  poprzez mostki fosfotyro- 
zynowe. Całość m ożna porównać do bramy, której wrota 
stanowią podjednostki GyrA i ParC, odpowiednio, gyrazy i 
topoizom erazy IV [5,23].

Prokariotyczne topoizom erazy typu II funkcjonują jako 
białkowe klamry zależne od ATP. W wyniku związania ATP 
klamry zamykają się, natom iast podczas jego hydrolizy, w 
następstw ie uw olnienia ADP oraz ortofosforanu, dochodzi 
do ich otwarcia [25], W obecności ATP, N-końcowe dom eny 
podjednostek GyrB i ParE dimeryzują i to praw dopodob­
nie one tw orzą szczęki białkowego zatrzasku (ang. N-gate). 
W w yniku zatrzaśnięcia się klamry, segment T może zostać 
uwięziony w ew nątrz, a następnie przeniesiony przez zw ią­
zany z białkami, przecięty segment G [6,23],
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Podsumowując działanie topoizomeraz typu II, według 
przedstawionego na Ryc. 3 modelu, można wyróżnić kilka 
etapów. Początkowo gyraza jak i topoizom eraza IV wiążą 
się z DNA (Ryc. 3b). Podjednostki GyrB lub ParE dimeryzu- 
ją w  obecności ATP, zamykając tym sam ym  segment T we­
w nątrz enzym u (Ryc. 3c, d). Segment T zostaje przeniesiony 
przez przerwę w dwuniciowym  DNA wygenerow aną w 
segmencie G (Ryc. 3e). Segment T zostaje uwolniony na ze­
w nątrz przez drugi otwór białkowy utw orzony z podjedno- 
stek GyrA lub ParC (ang. C-gate), (Ryc. 3f). Hydroliza ATP i 
uwolnienie ADP i ortofosforanu ponownie otwiera kleszcze 
białkowe (N-gate) przygotowując enzym na przyjęcie kolej­
nego fragmentu dupleksu DNA (Ryc. 3a) [5,6,23].

Jakkolwiek mechanizm działania topoizomeraz typu II 
został dobrze poznany, rola hydrolizy ATP wym aga bar­
dziej szczegółowych wyjaśnień. Jak w iadom o, hydroliza 
ATP wym agana jest w reakcjach, które są niekorzystne z 
energetycznego punktu widzenia. W przypadku gyrazy, 
konieczność obecności ATP jest więc oczywista. Gyraza 
w prow adza negatywne superskręty w DNA, na drodze nie­
korzystnej energetycznie reakcji, hydrolizując równocześnie 
ATP. Topoizomeraza IV nie ma zdolności w prow adzania 
superskrętów, tylko relaksuje DNA w sposób ATP-zależny. 
Przyjmując, że jest to reakcja korzystna energetycznie nie 
jest jasne dlaczego wym aga ATP. Analiza reakcji dekatena-

Rycina 3. Proponowany mechanizm działania topoizomeraz typu II (opis w tek­
ście). Na rysunku zaznaczono kolorami: czerwonym — domeny ATP-azowe; 
ciemnozielonym — domeny wiążące DNA; niebieskim — C-końcowe fragmenty 
podjednostek GyrB; jasnozielonym — regiony zawierające reszty tyrozynowe; 
ciemnoróżowym — fragmenty podjednostek GyrA. G i T — segmenty DNA bio­
rące udział w reakcji

cji i relaksacji DNA przez topoizomerazy typu II ujawniła, 
że enzymy te mogą generować nierównowagową dystrybu­
cję topoizomerów [26]. To zachowanie może być w ytłum a­
czone faktem obecności ATP, którego hydroliza pozwala na 
przeprow adzenie reakcji z dala od miejsca równowagi.

Po odkryciu gyrazy DNA wykazano, że aktywność ATP- 
azy posiada podjednostka GyrB. Następnie udowodniono, 
że do hydrolizy ATP potrzeba zarówno enzym u, jak i DNA, 
bowiem obecność samego białka nie zapew nia przebiegu 
reakcji na w ym aganym  poziomie [27], Fragment DNA nie­
zbędny dla wysokiej aktywności enzymu musi posiadać co 
najmniej 100 pz [27]. Można stąd wnioskować, że stym ula­
cja aktywności ATP-azy wym aga obecności zarów no seg­
mentu G jak i T [12].

Związanie ATP przez gyrazę jest wystarczające aby 
wprow adzić pew ną ilość superskrętów, jednak poziom su- 
perskręcenia jest zależny od gęstości superhelikalnej DNA. 
Potwierdza to model sugerujący, że związanie nukleoty- 
dów zawsze prow adzi do uwięzienia segm entu T przez 
białkowy zatrzask (N-gate) zależny od ATP. Jednak nastę­
pujące po sobie reakcje przeniesienia fragm entów nici przez 
w ygenerowane przerwy zależą od gęstości superhelikalnej 
DNA [28],

Badania nad poziomem superskręcenia wskazują, że gę­
stość superhelikalna a ~ -0.11 jest m aksym alną wartością 
ujemnego superskręcenia, którą może w prow adzić enzym, 
a ograniczona jest ilością wolnej energii wyzwolonej pod­
czas hydrolizy ATP oraz poziomem napięcia torsyjnego 
generowanego w DNA [29], Ostatni etap w prow adzania 
superskrętów wym aga dostarczenia -116 k j/m o l wolnej 
energii, co odpow iada hydrolizie dwóch cząsteczek ATP. 
Na jeden cykl zmiany stanu superskręcenia, GyrB musi 
związać dwie cząsteczki ATP, jednak hydroliza ATP nie jest 
konieczna w przypadku obu podjednostek GyrB tw orzą­
cych dim er [12,30].

W celu zrozumienia charakteru podjednostki GyrB, a 
zwłaszcza jej roli w hydrolizie ATP, przeprow adzono wiele 
eksperym entów z użyciem ukierunkowanej mutagenezy. 
Do badań w ybrano zachowane w ewolucji reszty amino- 
kwasowe, które znajdują się w bezpośrednim  otoczeniu 
miejsca wiązania ATP. Pierwszą przebadaną resztą amino- 
kwasową była Glu42. Z danych strukturalnych wynika, że 
podstawnik ten leży blisko y-fosforanu związanej cząstecz­
ki ATP. Jego funkcja polega na aktywacji cząsteczki wody 
do ataku nukleofilowego na y-fosforan ATP [31]. Mutacja 
prowadząca do substytucji tej reszty aminokwasowej resz­
tami Ala lub Gin (Glu42 do Ala lub Gin), znacząco obniża 
aktywność enzymu, natomiast substytucja Asp nie ma bez­
pośredniego w pływ u, co wskazuje, że dla katalizy bardzo 
w ażne znaczenie ma reszta kwasu karboksylowego. Ponad­
to łańcuch boczny am inokwasu spełnia istotną rolę w  funk­
cjonowaniu białka [32].

Wszystkie mutacje prowadzące do zastąpienia Asn46 
resztami Ala, Asp, Glu czy Gin objawiają się całkowitym 
brakiem aktywności ATPazowej i zdolności superskręcenia 
DNA [33]. Jest to zasadne, ponieważ Asn46 jest zachowa­
ny w  ewolucji wszystkich topoizomerazach typu II, a jego
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łańcuch boczny spełnia kluczową rolę w prawidłowym  
funkcjonowaniu enzymu. Dane strukturalne wskazują, że 
aminokwas ten koordynuje pracę jonów Mg2+ w miejscu 
wiązania ATP [32,34],

Badania krystalograficzne udowodniły, że Glu50 i Arg76 
oddziałują między sobą, tworząc fragment zagłębienia dla 
związania reszty adenylowej z ATP (a także nowobiocyny). 
Substytucja G lu50 do Asp i Gin charakteryzuje się, praktycz­
nie zupełnym  zanikiem zdolności do hydrolizy ATP. Dane 
te sugerują, że istotne znaczenie ma nie tylko reszta kwasu 
karboksylowego, ale również łańcuch boczny aminokwasu. 
Podobnie objawia się substytucja Arg76 do Ala czy Lys. En­
zym traci znacząco zdolność hydrolizy ATP, natomiast staje 
się całkowicie niezdolny do w prow adzania superskrętów, 
co dow odzi konieczności w ystępowania Arg w tym miejscu 
[32].

Asp73 tw orzy bezpośrednie wiązanie wodorowe z ade­
nozyną pochodzącą z ATP. Zamiana tego podstawnika na 
Ala czy Asn, kończy się utratą właściwości ATP-azy, jak i 
zdolności do w prow adzania superskrętów do DNA [33]. 
Interesujący jest fakt, że substytucja Asp do Glu nie w pły­
wa znacząco na obie aktywności GyrB in vitro, jednak in 
vivo skutecznie zakłóca pracę enzymu. Jest to spow odow a­
ne obecnością dłuższego łańcucha bocznego w przypadku 
Glu, co uniemożliwia prawidłowe ułożenie adeniny z ATP 
w miejscu wiązania. Te same wyniki zostały uzyskane w 
przypadku oddziaływ ań z nowobiocyną [32],

Z danych strukturalnych wynika, że Gly77 umiejscowio­
na jest bardzo blisko adeniny pochodzącej ze związanego 
ATP. Dodanie jednej grupy metylowej, poprzez zamianę 
tego am inokwasu na alaninę, niemal całkowicie pozbawia 
enzym aktywności [32].

Substytucja Ile78 do Ala charakteryzuje się utratą pow ino­
wactwa do ATP, jak i zdolności do jego hydrolizy, jednak­
że enzym nie traci całkowicie zdolności do w prow adzania 
superskrętów in vivo. Zdolność przeprow adzenia reakcji 
hydrolizy ATP może zostać częściowo przywrócona po ­
przez w prow adzenie w pozycji 78 reszty aminokwasowej 
Leu bądź Val zamiast Ala. Spowodowane jest to faktem, że 
oba am inokwasy posiadają hydrofobowy łańcuch boczny, 
dowodząc tym samym, że oddziaływania hydrofobowe są 
niezbędne przy wiązaniu ATP [32],

Interesujące dane płyną z badań nad substytucjami Pro79 
do Ala i Lys103 do Ala. Okazało się bowiem, że m utanty są 
zdolne do hydrolizy ATP, jednak nie są w  stanie zmieniać 
stanu superskręcenia DNA. Wynika z tego, że łańcuchy 
boczne tych am inokwasów są zaangażowane w przekształ­
cenie energii z hydrolizy ATP na aktywność w prow adzania 
superskrętów. Innymi słowy, m utanty nie są zdolne efek­
tywnie wykorzystać energii z hydrolizy ATP. Praw dopo­
dobnie spow odow ane jest to niepraw idłow ym  działaniem 
białkowego zatrzasku, ponieważ oba m utanty zdolne są 
do relaksacji superskręconego DNA na drodze niezależnej 
od ATP, na podobnym  poziomie co szczep dziki. Zarów ­
no Pro7'1 jak i Lys103 są zachowanymi w ewolucji resztami 
am inokwasowym i we wszystkich topoizomerazach typu II. 
Przypuszcza się, że oba aminokwasy funkcjonują jako czuj­

niki wykrywające, w którym momencie nastąpiła hydroliza 
ATP [32],

W przypadku substytucji Val120 do Ala, nieznacznie 
zwiększa się powinowactwo do ATP, ze względu na u su ­
nięcie bocznego łańcucha hydrofobowego. Z badań struk ­
turalnych wynika, że łańcuch boczny waliny znajduje się 
w  pobliżu a-fosforanu związanej cząsteczki ATP, a jego 
usunięcie może przybliżać cząsteczkę ATP do podjednostki 
GyrB. Główną rolą Val120 jest więc wiązanie ATP [32].

Dane krystalograficzne dotyczące białek E. coli pokazu ­
ją, że grupa guanidynow a Arg136 jednej podjednostki GyrB 
tworzy wiązanie w odorowe z głównym łańcuchem grupy 
karbonylowej, pochodzącej z N-końcowej części drugiej 
podjednostki GyrB [35]. N-końcowa część zawiera około 
14 reszt aminokwasowych, które są niezbędne w procesie 
dimeryzacji i aktywacji centrum katalitycznego enzym u 
[36]. Utrata łańcucha bocznego Arg136 w wyniku substy tu ­
cji do Ala, objawia się obniżeniem zdolności oddziaływania 
między podjednostkami, a przez to hydrolizy ATP [32].

Jedną z najważniejszych reszt aminokwasowych zaan ­
gażowanych w wiązanie ATP jest Thr165. Jest to reszta ami- 
nokwasowa zachowana w ewolucji we wszystkich podjed- 
nostkach GyrB. Jego substytucja resztą alaninową, prow adzi 
do obniżenia zdolności wiązania ATP, natomiast mutacja 
wprowadzająca resztę serynową, z powrotem przywraca 
funkcjonalność enzymu. Wynika z tego, że kluczową rolę w  
wiązaniu ATP pełni grupa hydroksylowa tego am inokw a­
su. Ponadto, grupa hydroksylowa bocznego łańcucha Thr165 
uczestniczy w  tworzeniu sieci wiązań wodorowych z azo­
tem N-7 pierścienia adeniny [32,34].

Konieczność przeprow adzenia eksperymentów z w yko­
rzystaniem techniki ukierunkowanej mutagenezy wynikała 
z faktu, że miejsce wiązania ATP w gyrazie, pokryw a się 
z miejscem działania leków, dla których topoizomerazy 
są celem. Użycie m utantów  pozwoliło zdefiniować naturę 
aktywnego miejsca w enzymie, a także dać podstaw y do 
racjonalnego uzasadnienia mechanizmu oporności na dzia ­
łanie tych leków. W tym rodzaju oporności bakteryjnej na 
antybiotyki, białkowy cel jest modyfikowany w taki sposób, 
że jego inhibitor nie może się z nim wiązać efektywnie. Ten 
typ oporności jest charakterystyczny dla antybiotyków, któ­
re tworzą kluczowe wiązania z aminokwasami nie mający­
mi znaczenia dla katalitycznej funkcjonalności enzymu. Do 
tych antybiotyków niewątpliwie należą kumaryny, jako że 
ich miejsca wiązania z GyrB oraz ParE nie pokrywają się 
całkowicie z miejscem wiązania ATP, a jedynie częściowo 
zachodzą na siebie [37],

TOPOIZOMERAZY KLASY II JAKO CELE DLA LEKÓW

Ogromne zainteresowanie topoizomerazami w ostatnich 
latach, wynika nie tylko z ich kluczowej roli w  kontrolow a­
niu topologii DNA w komórce, ale także z odkrycia różno­
rodnych leków, dla których topoizomerazy są m olekular­
nymi celami. Należą do nich rozmaite leki antybakteryjne, a 
także chemioterapeutyki przeciwnowotworowe, z których 
wiele znalazło już szerokie zastosowanie w leczeniu kli­
nicznym.
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W przypadku komórek prokariotycznych, topoizome- 
razy DNA okazały się być bardzo skutecznym celem dla 
rozmaitych leków przeciwbakteryjnych, w spółzaw odni­
czących z ATP o miejsce wiązania w enzymie (kumaryny, 
cyklotialidyny) [37,38] oraz stabilizujących kompleks DNA 
— topoizomeraza na etapie cięcia DNA (tzw. kompleks 
przecinalny) (chinolony i ich pochodne, mikrocyna BI 7) 
[38]. Topoizomerazy eukariotyczne mogą być równie sku­
tecznym celem molekularnym dla niektórych leków prze- 
ciwnowotworowych [12].

Wiadomo, że jednym z kluczowych etapów działania 
wszystkich topoizomeraz DNA jest czasowe cięcie jednej 
bądź obu nici dupleksu aby umożliwić przeniesienie frag­
m entu DNA przez wygenerowaną przerwę. Prawidłowa 
stabilizacja tak utworzonej przerwy, przez formowanie fo- 
sfotyrozynowych mostków pomiędzy enzymem a DNA, 
ma ogromne znaczenie przy ponow nym  odtwarzaniu cią­
głości nici. Z kolei uniemożliwienie ponownej ligacji DNA, 
skutkuje jego nieodwracalnym uszkodzeniem, a w konse­
kwencji śmiercią komórki. Leki, które mają zdolność stabili­
zowania kompleksu przecinalnego, mogą być szeroko w y ­
korzystywane w  terapii przeciwnowotworowej. Należą do 
nich między innymi kamptotecyny oraz jej pochodne, am- 
sakryna, a także epipodofylotoksyny takie jak etopozyd czy 
tenipozyd. Te ostatnie okazały się być bardzo skutecznymi 
lekami w terapii przeciwnowotworowej, których celem jest 
topoizomeraza II człowieka. Pomimo niewielu podobieństw 
do antybiotyków kumarynowych czy cyklotialidyn, które 
nie dopuszczają do uwolnienia energii z hydrolizy ATP, 
wykazano, że etopozyd może również współzawodniczyć z 
ATP o miejsca wiązania w topoizomerazie II człowieka [12]. 
Jednak ostateczne udowodnienie czy epipodofylotoksyny 
istotnie, oprócz zdolności stabilizowania kompleksu prze­
cinalnego, blokują również dostęp do domeny ATPazowej 
topoizomeraz typu II, wymaga dalszych badań.

Gyraza i blisko z nią spokrewniona topoizomeraza IV są 
celami dla trzech grup związków o działaniu przeciwbakte- 
ryjnym: chinolonów [39], antybiotyków cyklotialidynowych 
oraz kum arynowych [37], a także niezgrupowanych w w y­
żej wymienionych klasach, np. mikrocyn B17 [40]. Chino­
lony, takie jak kwas nalidyksynowy czy ciprofloksacyna, 
a także mikrocyna BI 7, działają zakłócając proces cięcia i 
ligacji DNA przez gyrazę. Antybiotyki cyklotialidynowe i 
kum arynowe funkcjonują w zupełnie inny sposób, bloku­
jąc hydrolizę ATP, katalizowaną przez podjednostkę GyrB. 
Struktura krystaliczna kompleksów topoizomeraz z tymi 
antybiotykami wskazuje, że pomimo zasadniczych różnic 
w  budowie pomiędzy nimi a ATP, wiążą się one w  miejscu, 
które pokrywa się z miejscem wiązania ATP w enzymie. Ich 
działanie opiera się więc na zasadzie w spółzawodnictwa z 
ATP o miejsce wiązania w enzymie [33,38,41].

Chinolony to grupa antybiotyków otrzym ywanych cał­
kowicie na drodze syntetycznej. Mimo, że ich pow inow a­
ctwo w stosunku do topoizomeraz nie jest tak silne jak w 
przypadku kumaryn, są one szeroko wykorzystywane 
jako czynniki przeciwbakteryjne. Blokują replikację DNA, 
oddziałując na etap cięcia i ligacji DNA, uniemożliwiając 
przez to topoizomerazom pełnienie swych funkcji. Mecha­

nizm działania opiera się na stabilizacji kompleksu przeci­
nalnego, po wytworzeniu przerw y w  dwuniciowym DNA, 
gdzie końce 5' nici połączone są z podjednostkami GyrA 
poprzez mostki fosfotyrozynowe [42], Ich toksyczność jest 
jednoznacznie skorelowana z pojawianiem się przerw  w 
dwuniciowym  DNA [41].

W komórkach Escherichia coli, mutacje nadające fenotyp 
oporności na chinolony występują głównie w genie gyrA 
[7], Mutacja prowadząca do substytucji Ser83 do Trp charak­
teryzuje się wysoką opornością na te antybiotyki, zarówno 
in vivo i in vitro [43]. Wiele danych wskazuje, że kom órko­
w ym  celem chinolonów może być, oprócz gyrazy, również 
topoizomeraza IV. Mutacje nadające oporność na te anty­
biotyki są zlokalizowane w genie parC topoizomerazy IV 
(odpowiednik gyrA gyrazy). Charakterystyczną mutacją 
jest substytucja Ser80 do Leu [44],

W niektórych szczepach bakterii gram-dodatnich, topo 
IV może być nawet pierwszorzędowym  celem, jednakże 
u większości gatunków jest celem drugorzędow ym  [38]. 
Zostało to potwierdzone poprzez wykorzystanie szczepu 
£. coli niosącego mutację w gyrazie, warunkującą oporny 
fenotyp. Okazało się, że w  porów naniu z funkcjonalną gyra- 
zą, gdzie po zadziałaniu chinolonów następuje natychm ia­
stowa terminacja replikacji DNA, w zm utowanym  szczepie 
tempo syntezy DNA ustaje powoli. W ytłumaczeniem jest 
tutaj miejsce aktywności obu enzymów, bowiem gyraza 
działa przed widełkami replikacyjnymi, natomiast topoizo­
meraza IV za widełkami. Daje to jednoznaczną odpowiedź, 
dlaczego gyraza jest pierwszorzędowym celem chinolonów. 
Inaktywacja gyrazy przed widełkami powoduje powstanie 
przerwy w dw uniciowym  DNA i uniemożliwia dokończe­
nie replikacji, co prow adzi do śmierci komórki [8,44].

Mikrocyny to bogate w  glicynę białka, produkow ane 
przez filogenetycznie spokrewnione szczepy Enterobac- 
teriaceae, służące do zwalczania lub hamowania wzrostu 
pokrewnych szczepów. Są mniejsze od klasycznych koli- 
cyn i podlegają złożonej potranslacyjnej modyfikacji [45]. 
W wyniku oddziaływania mikrocyn na wrażliwe szczepy 
E. coli, dochodzi do natychmiastowego zatrzym ania re­
plikacji DNA, a w konsekwencji indukcji systemu SOS, 
degradacji DNA i śmierci komórki [38]. Mutacja nadająca 
fenotyp oporności na mikrocyny, jest zlokalizowana w pod- 
jednostce GyrB, dowodząc, że gyraza jest pierw szorzędo­
wym  celem tych peptydów. Jest to punktowa mutacja, która 
zamienia Trp w pozycji 751 reszty aminokwasowej na Arg. 
Co więcej, mikrocyna MccB17 jest zdolna do stabilizowania 
nacięć DNA, na zasadzie podobnej do działania chinolo­
nów, jednak nie identycznej. Pełne zrozumienie działania 
tego typu związków, może w przyszłości przyczynić się do 
wynalezienia leków przeciwbakteryjnych, opierających się 
na zasadzie interakcji pomiędzy tymi toksynami a topoizo- 
merazami DNA [40].

Antybiotyki z grypy cyklotialidyn są całkowicie natural­
nymi produktam i niektórych gatunków Streptomyces [46]. 
Zbudow ane są z pierścienia laktonowego, połączonego z 
pentapeptydem , który zawiera 3-hydroksy prołinę i rezor- 
cynol. Przykładem może być związek o nazwie GR122222X. 
Jest on słabym czynnikiem antybakteryjnym ze względu na
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niską przepuszczalność przez błony [12], jednakże może 
być wykorzystywany jako potencjalny inhibitor gyrazy, 
bowiem wiąże się w pobliżu miejsca wiązania ATP, w ten 
sposób blokując jego hydrolizę. Warto zaznaczyć, że jego 
aktywność w  stosunku do gyrazy jest znacznie większa, niż 
w  przypadku nowobiocyny [12,46].

Mutacje prowadzące do powstania fenotypu opornego na 
cyklotialidyny są zlokalizowane w genie gyrB [47]. Niektóre 
z tych mutacji, prow adzą do w zrostu oporności nie tylko 
na GR122222X i jego pochodne, ale również na antybiotyki 
kumarynowe. Jednak substytucja Arg136 charakterystyczna 
dla GyrB, pomimo że powoduje znaczny wzrost oporności 
na nowobiocynę, nie wpływa zasadniczo na oporność na 
cyklotialidyny. Badania z wykorzystaniem nowobiocyny 
znakowanej izotopem wykazały, że cyklotialidyny mogą 
współzawodniczyć z kum arynam i o ich miejsce wiązania w 
GyrB. Wskazuje to na fakt, że miejsca wiązania obu grup 
leków zachodzą na siebie [48].

Poznanie struktury krystalicznej GR122222X, sprzężo­
nego z domeną 24 kDa białka GyrB, pozwoliło oznaczyć 
główne wiązania wodorowe między białkiem a antybioty­
kiem. Większość wiązań wodorow ych tworzy się między 
pierścieniem rezorcynolu a GyrB. Antybiotyk układa się w 
hydrofobowym  zagłębieniu i tworzy wiązania w odorow e z 
resztami am inokwasowymi Asn46, Asp73, Thr165. Cyklotiali­
dyny nie umiejscawiają się dokładnie tam, gdzie przyłącza 
się ATP, miejsca te jedynie zachodzą na siebie. Główną rolę 
odgryw a właśnie pierścień rezorcynolu, nie dopuszczając 
do związania adeniny z ATP [12].

Antybiotyki kum arynow e (Ryc. 4), takie jak nowobiocy- 
na, chlorobiocyna i kum erm ycyna A y  są naturalnymi pro­
duktam i niektórych promieniowców z rodzaju Streptomyces. 
Zbudow ane są z 3-amino-4,7-dihydroksy-kumarynowego 
rdzenia, który jest przyłączony do cukru nowiozy. Chloro­
biocyna ma identyczną budow ę jak nowobiocyna, za w y­
jątkiem dwóch podstawników: w pozycji 8' pierścienia ku- 
m arynowego znajduje się chlor zamiast grupy metylowej, 
natomiast w pozycji 3" nowiozy, zamiast grupy karbamo- 
ilowej występuje grupa 5-metylo-pirolo-2-karboksylowa.

Kumermycyna składa się z dwóch połączonych rdzeni 
kumarynowych, których podstawniki cukrowe mają taki 
sam charakter jak w przypadku chlorobiocyny. Wszystkie 
te związki blokują syntezę bakteryjnego DNA poprzez in- 
aktywację właściwości katalitycznych gyrazy. Niestety, ich 
terapeutyczne użycie jest ograniczone ze względu na niską 
rozpuszczalność w wodzie, toksyczność i słabą przepusz­
czalność przez ściany komórek bakterii gram-dodatnich 
[12,38] (Ryc. 4).

Znaczący postęp w poznaniu mechanizmu działania an­
tybiotyków kum arynowych wynika z identyfikacji i analizy 
sekwencji genów kodujących nowobiocynę, kumermycynę 
i chlorobiocynę. W przypadku nowobiocyny, geny znajdują 
się w  skupisku genów o długości 25 kpz, obecnym w ge­
nomie Streptomyces sphaeroides [49]. Produkty tych genów 
stanowią enzymy o zarówno znanej, jak i nieznanej funkcji. 
Geny kodujące kumermycynę i chlorobiocynę znajdują się, 
odpowiednio, w genomach Streptomyces rishiriensis i Strep­
tomyces roseochromogenes. Geny te wykazują znaczne podo­
bieństwo sekwencyjne względem siebie, czego wynikiem 
jest zbliżona budow a tych związków [50].

W 1976 roku udowodniono, że nowobiocyna i kum er­
mycyna blokują reakcję zmiany poziomu superskręcenia 
katalizowaną przez gyrazę [37], Następnie dowiedziono, że 
te antybiotyki hamują ATPazową aktywność topoizomeraz. 
Pomimo braku jakichkolwiek podobieństw między struk­
turą ATP a kum arynam i zasugerowano, że nowobiocyna 
i kumermycyna działają jako inhibitory reakcji hydrolizy 
ATP [14]. N atura hamowania polega na w spółzaw odni­
ctwie antybiotyków z ATP o miejsce wiązania w enzymie. 
Fakt ten został udow odniony po przeanalizowaniu struk­
tury kompleksu nowobiocyny z subdomeną 24 kDa gyrazy. 
Miejsca wiązania nowobiocyny i ATP zachodzą na siebie, co 
potwierdza powyższą hipotezę [34],

Zanim jednak opisano strukturę krystaliczną komplek­
sów antybiotyków kum arynowych z podjednostką GyrB, 
poznano pierwsze mutacje punktow e warunkujące opor­
ność na antybiotyki. Najczęstszą mutacją nadającą oporność 
na kum aryny jest substytucja Arg136 do Leu, Cys, His, Ser 

lub Ala, zlokalizowana w N-końcowej sub- 
domenie GyrB. Co więcej, ten podstawnik 
jest zaangażowany w tworzenie kluczowe­
go wiązania wodorowego pomiędzy biał­
kiem a antybiotykiem. Ponadto, mutacja 
w pozycji 136 prowadzi do 8-16 krotne­
go obniżenia aktywności enzymatycznej, 
w porównaniu ze szczepem dzikim [51]. 
Wszystkie mutacje, mające niekorzystny 
wpływ na aktywność enzymu, znajdują się 
w regionie wiązania ATP. Mutacje prow a­
dzące do zmian w pozycjach Asn46 i Asp73 
powodują produkcję białka pozbawionego 
aktywności ATPazowej, bowiem podstaw ­
niki te są odpowiedzialne za wiązanie jo­
nów Mg2+ i ATP [33],

W 1991 roku opisano strukturę krysta­
liczną podjednostki GyrB sprzężonej z AD- 
PNP, co pozwoliło na ostateczne potwier­

Rycina 4. Wzory strukturalne antybiotyków kumarynowych: nowobiocyny, chlorobiocyny i kumermycyny 
A , .
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dzenie miejsc oddziaływań pomiędzy ATP a gyrazą [35]. 
Późniejsze badania doprowadziły natomiast do poznania 
interakcji pom iędzy GyrB a nowobiocyną [12]. W przedsta­
w ionym  m odelu widoczny jest białkowy m onomer wygięty 
na kształt litery V, którego domena N-końcowa kontaktu­
je się z powierzchnią nowobiocyny. Porównanie wyników 
obu prac pozwoliło wyciągnąć wnioski, że miejsca wiązania 
ATP i antybiotyków kum arynowych leżą blisko siebie [12].

Sklonowanie regionu DNA kodującego N-końcową sub- 
dom enę 24 kDa podjednostki GyrB E. coli dowiodło, że ten 
fragm ent białka może wiązać kum aryny równie mocno, co 
kom pletna podjednostka 43 kDa i dało nowe perspektywy 
dla badań strukturalnych [52]. W 1996 roku została opisana 
struktura krystaliczna kompleksu subdom eny 24 kDa z no­
wobiocyną. Zachowanie się tego fragmentu jest identyczne 
jak w przypadku odpowiadającego mu regionu w podjed- 
nostce 43 kDa. Białko to jest monomerem zbudow anym  z 
8-łańcuchowej p-harmonijki, flankowanej przez 3 a-helisy 
i niezorganizowane pętle polipeptydowe. Związana nowo- 
biocyna nie jest płaska lecz zagięta, co spow odow ane jest 
w ytw orzeniem  wiązania peptydowego pomiędzy pierście­
niem  kum arynow ym  a grupą hydroksybenzoesową, będą­
cą w  konformacji cis. Antybiotyk nie zajmuje tego samego 
miejsca co ATP, ale miejsca wiązania tych dwóch ligandów 
zachodzą na siebie. Część cukrowa nowobiocyny zajmuje 
miejsce, które pokrywa się z miejscem wiązania pierścienia 
adeniny z ATP [34], Miejsce wiązania kum aryn ujawnia 
całą sieć w iązań wodorowych. Kluczowe wiązania w odo­
row e tworzą: Arg136 z pierścieniem kum arynowym , Asp73 
z grupą karbamoilową cukru nowiozy oraz Asn46 z grupą 
hydroksylow ą nowiozy. Mutacje tych trzech am inokwasów 
prow adzą do obniżenia zdolności wiązania antybiotyków, 
w pływają również negatywnie na aktywność samego enzy­
m u (Ryc. 5) [33,38],

Antybiotyki kum arynowe mogą być także inhibitorami 
aktywności topoizomerazy IV w komórkach E. coli, jednak 
ich potencjał jest znacznie mniejszy w porów naniu z gyra­
zą. W w yniku badań krystalograficznych udało się zloka­
lizować charakterystyczne podstawniki aminokwasowe, 
odpow iedzialne za wiązanie ATP oraz nowobiocyny w 
N-końcowej sub-domenie 24 kDa ParE. Najważniejsze pod ­
stawniki biorące udział w  wiązaniu ATP, to m iędzy innymi: 
Tyr5, G lu38, Asn42, Glu46, Asp69, Met74, Lys", Tyr105, Thr163, na­
tom iast w  wiązaniu antybiotyków główną rolę odgrywają 
reszty G lu46, Asp69, Arg72, Met74, Asp77, Ile90, Arg132, Thr163. W 
w yniku porów nania struktur przestrzennych ParE i GyrB,

Rycina 5. Kluczowe wiązania wodorowe w stabilizowaniu kompleksu białkowego 
sprzężonego z antybiotykami kumarynowymi.

sprzężonych odpowiednio z ADPNP i nowobiocyną, moż­
na zauważyć, że zarówno analog ATP, jak i antybiotyk, w ią­
żą się z białkami w bardzo zbliżonej konformacji. Powyższy 
fakt wysokiego podobieństwa obu enzymów nie był oczy­
wisty do czasu rozwiązania struktury krystalicznej podjed­
nostki ParE, sprzężonej z ADPNP/nowobiocyną, bowiem z 
zestawienia sekwencji aminokwasowej obu białek wynika, 
że są one identyczne zaledwie w  35%, a podobne w 55% 
[21].

MECHANIZMY OPORNOŚCI NA 
ANTYBIOTYKI KUMARYNOWE

Za główną przyczynę wzrostu oporności bakterii na an­
tybiotyki kumarynowe, uw aża się mutacje prowadzące do 
modyfikacji miejsc wiązania ATP w  podjednostce GyrB. 
Przy użyciu techniki ukierunkowanej mutagenezy, zidenty­
fikowano reszty aminokwasowe w tej podjednostce, mające 
zasadnicze znaczenie dla prawidłowego funkcjonowania 
enzym u in vitro i in vivo. Każdorazowa zmiana któregoś 
z tych aminokwasów na inny, powoduje znaczny wzrost 
oporności na nowobiocynę, przy jednoczesnym zachowa­
niu funkcji biologicznych enzym u in vivo [32].

Najczęstszą mutacją warunkującą wzrost oporności na 
nowobiocynę, jest substytucja Arg136 do Cys, His, Leu lub 
Ser, notowana wśród wielu szczepów bakteryjnych, w  tym 
także Escherichia coli [51]. W szczepie dzikim, Arg136 tworzy 
bezpośrednie wiązanie w odorowe z nowobiocyną, a do­
kładnie, atom tlenu z cząsteczki nowobiocyny oddziałuje z 
resztami aminowymi guanidyny. Zamiana grupy guanidy- 
nowej na imidazolową, w przypadku substytucji Arg do 
His, charakteryzuje się utratą zdolności tworzenia wiązania 
wodorowego pomiędzy antybiotykiem a enzymem, co jed­
noznacznie równa się ze wzrostem  oporności na kumaryny. 
Zamiana Arg136 na Cys, Ser lub Leu, prowadzi do jeszcze 
większego wzrostu oporności, co wynika z faktu, że im 
krótszy lub bardziej hydrofobowy jest łańcuch boczny ami­
nokwasu, tym trudniej o wytworzenie wiązania w odorow e­
go z antybiotykiem [32].

Aminokwas Asp w pozycji 73 odpow iada za tworzenie 
bezpośredniego wiązania z grupą karbamoilową cukru no­
wiozy [34]. Zamiana Asp73 na Glu w ydłuża łańcuch boczny 
am inokwasu o jeden atom węgla, przy zachowaniu funkcjo­
nalnej grupy karboksylowej. Tak niewielka zmiana ma bar­
dzo istotny w pływ  na aktywność enzymu. Komórki charak­
teryzują się słabą przeżywalnością in vivo, natomiast w ar­
tość dawki nowobiocyny hamującej aktywność ATP-azową 
o 50% (ang. inhibitory concentration, IC50) wzrasta 50-krotnie 
w  stosunku do szczepu dzikiego [32],

Substytucja Gly77 do Ser lub Ala prow adzi do ogrom ne­
go spadku aktywności enzymu. Reakcje zależne od ATP i 
zmiany topologiczne DNA zostają upośledzone w znaczny 
sposób, a objawia się to bardzo słabym wzrostem in vivo. 
Wartość IC_() nowobiocyny dla reakcji ATP-azowej wśród 
m utantów  wzrasta ponad 1000-krotnie, co prowadzi do 
wniosku, że zastąpienie atomu w odoru łańcuchem bocz­
nym  jest bardzo źle tolerowane. Dzieje się tak dlatego, że 
łańcuchy boczne prow adzą do deformacji szkieletu białko­
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wego, co z kolei, przyczynia się do spadku powinowactwa 
nowobiocyny do podjednostki GyrB gyrazy [32].

Z danych krystalograficznych wynika, że łańcuch boczny 
Ile78 znajduje się w  pobliżu grupy metoksylowej podstawni- 
ka cukrowego nowobiocyny [34], Zamiana Ile78 na którąkol­
wiek z innych zachowanych w ewolucji reszt aminokwasów 
takich; jak Ala, Leu czy Met, prow adzi do utraty możliwości 
tworzenia wiązania hydrofobowego z cząsteczką nowobio­
cyny. Wartość IC50 nowobiocyny wzrasta odpow iednio 30-, 
14-, i 22-krotnie dla poszczególnych aminokwasów. Roz­
dzielenie hydrofobowego łańcucha bocznego w pozycji p- 
węgla, wydaje się mieć kluczowe znaczenie, zarówno dla 
aktywności enzymatycznej, jak i oddziaływania z antybio­
tykami [32],

Mutacja w  pozycji 165, która pozbawia łańcuch boczny 
Thr grupy hydroksylowej, wpływ a na wiązanie nowobiocy­
ny poprzez zwiększenie wartości IC.() dla aktywności ATP- 
azowej od 13 do 18 razy [32]. Struktura krystaliczna cząstecz­
ki nowobiocyny sprzężonej z podjednostką GyrB dowodzi, 
że Thr165 tw orzy wodorowe wiązanie z grupą karbamoilo- 
wą podstaw nika cukrowego antybiotyku [34,53].

Jak wynika z danych literaturowych, topoizomeraza IV 
również może być celem dla antybiotyków kum arynowych 
i mutacje w podjednostce ParE, mogą prowadzić do w zrostu 
oporności bakterii na te antybiotyki. Wiadomo, że wartość 
IC50 nowobiocyny dla topoizomerazy IV jest ok. 5-krotnie 
większa, niż w  przypadku gyrazy [10]. Ta rozbieżność nie­
wątpliwie wynika z kilku różnic w strukturze przestrzennej 
obu białek. Jedną z takich różnic jest obecność Met w pozy­
cji 74 reszty aminokwasowej w podjednostce ParE, podczas 
gdy odpowiadający podstawnik w GyrB to Ile78. W przypad ­
ku podjednostki GyrB, Ile74 znajduje się w pobliżu atomu 
tlenu grupy metoksylowej cukru nowobiozy, tworząc słabe 
wiązanie z cząsteczką antybiotyku [34], Z kolei w komplek­
sie ParE — nowobiocyna, łańcuch boczny metioniny umiej­
scawia się w  niemalże identycznej pozycji, jednak brakuje 
interakcji m iędzy węglem y2 a antybiotykiem, obserwowa­
nej w przypadku izoleucyny. W wyniku przeprowadzenia 
eksperym entów  z wykorzystaniem techniki ukierunkow a­
nej m utagenezy udowodniono, że zamiana metioniny na 
izoleucynę w  pozycji 74 podjednostki ParE, prow adzi do 
spadku wartości IC5Q nowobiocyny około 18-krotnie. Innymi 
słowy, zm utow any enzym jest 18-krotnie bardziej wrażliwy 
na działanie antybiotyku, w porów naniu w enzym em  szcze­
pu dzikiego. Spadek wartości IC50, w  przypadku substytucji 
Met74 przez Ile w  podjednostce ParE topoizomerazy IV, jest 
porów nyw alny do wzrostu wartości IC.() w  przypadku m u­
tacji Ile78 do Met dla GyrB gyrazy (22-krotny), wskazując na 
fakt, że łańcuchy boczne obu am inokwasów wykazują po­
dobną zdolność wiązania nowobiocyny. Warto zaznaczyć, 
że spośród wielu podjednostek GyrB i ParE pochodzących 
z różnych szczepów bakteryjnych, izoleucyna występuje w 
tym  regionie w  znacznej większości podjednostek GyrB, na ­
tomiast obecność metioniny jest charakterystyczna dla od ­
powiadającego regionu w ParE [21, 32].

Inną zasadniczą różnicą w budow ie aminokwasowej pod ­
jednostek ParE i GyrB, może być obecność w tej pierwszej 
kw asu asparaginowego w  pozycji 77. Kwas asparaginowy

może tworzyć słabe wiązanie wodorowe z grupą hydroksy- 
benzoesową nowobiocyny. Taka interakcja pomiędzy biał­
kiem a antybiotykiem nie jest obserwowana w przypadku 
GyrB, ponieważ odpowiadający podstawnik to Gly81, nie 
mający zdolności tworzenia wiązania wodorowego z nowo- 
biocyną. Jednak substytucja Gly81 do Asp w podjednostce 
GyrB prowadzi tylko do około 2-krotnego wzrostu wartości 
IC-n nowobiocyny, dlatego też wnioskuje się, że podstaw nik 
Asp77 w podjednostce ParE ma niewielki wpływ na wartości 
IC50 dla aktywności topoizomerazy IV [21].

Z kolei H ardy i Cozzarelli skonstruowali m utanta nio­
sącego mutację w  genie parE, odzwierciedlającą najczęściej 
występującą mutację w genie gyrB, warunkującą oporność 
na nowobiocynę. Zamieniając argininy w pozycji 132 na 
cysteinę, doprowadzili do 40-krotnego wzrostu oporności 
in vitro na antybiotyk. Szczepy niosące substytucję A rg132 
do Cys wykazywały zdolność relaksowania pozytywnych 
superskrętów in vivo, a wartość IC_0 nowobiocyny była 20- 
krotnie wyższa, w porównaniu ze szczepem dzikim. W y­
nika z tego, że istotnie, topoizomeraza IV jest drugorzędo- 
wym celem dla nowobiocyny w komórkach E. coli oraz, że 
mechanizm hamowania aktywności enzymu przez now o­
biocynę jest prawdopodobnie taki sam, jak w przypadku 
gyrazy, a mianowicie poprzez blokowanie dostępu ATP do 
miejsca wiązania w enzymie [54],

NOWA KLASA INHIBITORÓW BAKTERYJNEJ GYRAZY

W ostatnim czasie, ze szczepu Streptomyces antibioticus 
wyizolowano nowy typ antybiotyków o nazwie symocykli- 
nony [55], Antybiotyki należące do tej klasy charakteryzują 
się podobną budow ą do znanych już antybiotyków kum a­
rynowych, jednak mechanizm ich działania jest zasadniczo 
różny i niepodobny do żadnego dotąd poznanego w śród 
inhibitorów gyrazy. Należący do tej klasy związek o nazw ie 
D8, zawiera rdzeń 3-amino-4,7-dihydroksykumarynowy z 
podstawnikiem  arylowym, przyłączonym do grupy am i­
nowej. W odróżnieniu od kumaryn, symocyklinony nie 
zawierają cukru nowiozy w pozycji 7 pierścienia am inoku- 
marynowego. Podstawnikiem cukrowym jest tu D-oliwioza 
przyłączona do grupy arylowej za pomocą wiązania estro ­
wego. Symocyklinon D8, podobnie jak chlorobiocyna, za ­
wiera atom chloru w pozycji 8 pierścienia kum arynow ego 
(Ryc. 6) [56],

Analiza sekwencji genów kodujących symocyklinony 
ujawniła wiele podobieństw do genów kodujących now o­
biocynę, chlorobiocynę czy kumermycynę A , wskazując na 
podobieństo ewolucyjne obu grup [57], Ponadto, obecność 
pierścienia kum arynowego wśród naturalnych antybioty­
ków jest niezwykle rzadka, co bezpośrednio wskazywało 
na fakt, że potencjalnym celem ich działania jest gyraza.

Rycina 6. Wzór strukturalny symocyklinonu D8.
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W ykazano bardzo silne działanie bakteriobójcze tych an­
tybiotyków przeciw bakteriom gram-dodatnim, natomiast 
znikome przeciw bakteriom gram-ujemnym. Posiadają one 
również aktywność cytostatyczną w stosunku do komórek 
nowotworowych człowieka [56].

Z przeprow adzonych badań nad aktywnością zmia­
ny stanu superskręcenia DNA wynika, że symocyklinony 
są antybiotykami o nieznacznie lepszych właściwościach 
blokujących, w porównaniu z kumarynami. Jednak, w 
odróżnieniu od kumaryn, symocyklinony nie zaburzają 
ATP-zależnych etapów działania gyrazy, a w  związku z 
tym  ATP-azowa domena podjednostki GyrB nie jest miej­
scem ich oddziaływania. Kolejne badania pokazały, że sy­
mocyklinony nie stabilizują również tworzenia kompleksu 
przecinalnego gyraza — DNA, co wskazuje na odmienny 
mechanizm w porównaniu do innej klasy inhibitorów to­
poizomeraz, a mianowicie chinolonów. Mimo, że moleku­
larny mechanizm działania symocyklinonów nie jest znany, 
to przeprow adzone eksperymenty dowiodły, że oddziałują 
one na podjednostkę GyrA gyrazy, trwale się z nią łącząc 
i nie dopuszczając do związania enzymu z DNA. Alterna­
tywnie, symocyklinony mogą tak wpływać na konformacje 
podjednostki GyrB, że ta nie jest w stanie związać duplek­
su nici DNA. Z kolei antybiotyk pozbawiony podstawnika 
am inokum arynowego, jest całkowicie niefunkcjonalnym 
inhibitorem gyrazy, co wskazuje na fakt, że jego obecność 
odgryw a kluczową rolę w prawidłowym  funkcjonowaniu 
symocyklinonów [56].

PODSUMOWANIE

Badania nad topoizom erazam i jednoznacznie dow iod ­
ły, że enzym y te mogą być efektywnymi celami dla leków 
przeciwbakteryjnych, ponieważ znacząco różnią się od 
eukariotycznych topoizom eraz typu II, a także są zacho­
w anym i w  ewolucji enzymami, pośród różnych szczepów 
bakteryjnych, w ażnych z klinicznego punktu  widzenia. 
Szczególnie użycie techniki krystalografii pozwoliło odpo ­
wiedzieć na wiele pytań, a także uczyniło m ożliwym  syn­
tezę antybiotyków  w oparciu o budow ę i strukturę celu 
m olekularnego. Fragment 24 kDa gyrazy i topoizom erazy 
IV, pełniący funkcje katalityczne, wydaje się być ideal­
nym  celem dla tego typu związków. Jak w iadom o gyraza 
i topoizom eraza IV są jednakowo istotne dla praw id łow e­
go w zrostu  komórek bakteryjnych. Oba białka posiadają 
wiele podobieństw  w swoich aktywnych miejscach, p rze­
strzennej organizacji podjednostek, a także wrażliwości na 
niektóre antybiotyki. Te podobieństw a wskazują na fakt, 
że związki chemiczne blokujące owe aktywne miejsca, m o­
głyby inaktyw ow ać jednocześnie oba enzym y należące do 
klasy II topoizom eraz DNA. Takie właściwości przyszłych 
antybiotyków , dla których celem byłaby w rów nym  stop­
niu gyraza i topoizom eraza IV, mogłyby okazać się bardzo 
korzystne z uwagi na fakt ograniczenia możliwości naby­
cia oporności przez drobnoustroje, bowiem aby powstał 
szczep oporny na działanie zastosowanego leku, niezbęd­
ne byłyby dw ie niezależne mutacje.

Innym  z podejm ow anych kroków  mającym na celu 
w ynalezien ie  now ych inhibitorów  topoizom eraz, może 
być m odyfikow anie szlaków biosyntezy antybiotyków

kum arynow ych czy też sym ocyklinonów  na drodze  inży­
nierii genetycznej. Obecnie znana jest sekwencja genów 
kodujących białka biosyntezy nowobiocyny, chlorobiocy- 
ny, kum erm ycyny i sym ocyklinonów . Daje to podstaw y 
do konstrukcji now ych szlaków biosyntezy, p ro w ad zą ­
cych do uzyskania  skuteczniejszych leków hybrydow ych 
[58].

Kolejnym czynnikiem niezbędnym dla produkcji lep­
szych antybiotyków jest dokładne określenie lokalizacji 
topoizomeraz w komórce. Sugeruje się, że u Salmonella 
(prawdopodobnie również u innych bakterii) topoizome­
raza IV związania jest z błoną komórkową [59]. Z kolei 
gyraza w przeważającej większości (ok. 90%) występuje w 
całej objętości cytoplazmy, natomiast pozostałe cząstecz­
ki występują w bezpośrednim  sąsiedztwie nukleoidu [60], 
Relatywnie luźne rozmieszczenie gyrazy w całej komórce, 
z jednoczesnym dostępem do genomu, w porównaniu z 
ograniczonym dostępem topoizomerazy IV ze względu na 
asocjację z błoną komórkową, może mieć ogromny w pływ 
na aktywność i potencjał obecnych, jak i przyszłych leków 
przeciwbakteryjnych.
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Bacterial type II topoisomerases as targets for antibacterial drugs 
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ABSTRACT
Bacterial type II DNA topoisomerases are essential enzym es for correct genome functioning and cell growth. Gyrase is responsible for mai­
ntaining negative supercoiling of bacterial chromosome, whereas topoisomerase IV acts in disentangling daughter chromosomes follow ing  
replication. Type II DN A topoisomerases possess an ATP binding site, which can be treated as a target for antibacterial drugs. Resolving  
crystal structures of protein fragments consisting of an ATP binding site complexed with ADPNP/antibiotics have proven to be valuable for 
the understanding of the mode of action of existing antibacterial agents and presented new possibilities for novel drug design. Coumarins, 
quinolones and cyclothialidines are diverse group of antibiotics that interfere with type II DNA topoisomerases, however their mode of action 
is different. Recently a new class of antibiotics, simociclinones, was characterized. Their mechanism of action towards gyrase is entirely dist­
inct from already known modes of action, therefore demonstrating the potential for development of novel anti-bacterial agents.
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Kinaza białkowa aktywowana przez AMP — 
kluczowe znaczenie w regulacji metabolizmu

STRESZCZENIE

Kinaza białkowa aktywowana przez AMP (AMPK) działa jak czujnik energii regulujący 
szlaki sygnałowe prowadzące do utrzymania równowagi energetycznej zarówno na po­

ziom ie pojedynczej komórki jak też całego organizmu. W zdrowych komórkach enzym ten 
może być aktywowany przez stres metaboliczny, który prowadzi do wzrostu stężenia AMP. 
Aktywowana AMPK „wyłącza" szlaki anaboliczne takie jak synteza kwasów tłuszczowych i 
białek, a „włącza" szlaki kataboliczne takie jak glikoliza i utlenianie kwasów tłuszczowych, 
co przywraca fizjologiczny poziom wewnątrzkomórkowego ATP. Leptyna i adiponektyna, 
hormony tkanki tłuszczowej aktywują AMPK w  tkankach obwodowych, zwiększając w y­
datkowanie przez nie energii. Odpowiadając na sygnały hormonalne i pokarmowe AMPK 
w podwzgórzu reguluje także odczucie głodu i sytości. Stosowane w  terapii cukrzycy leki 
imitujące działanie insuliny powodują aktywację AMPK. Wyjaśnienie roli jaką odgrywa ak­
tywacja AMPK w  terapeutycznym działaniu tych leków wymaga dalszych badań.

WPROWADZENIE

Kinaza białkowa aktywowana przez AMP (AMPK) ma istotne znaczenie w  
utrzym aniu homeostazy energetycznej komórki. Po aktywacji enzym  ten w yłą­
cza w komórce część procesów anabolicznych prowadzących do zużycia ATP 
(jak np. biosyntezy lipidów czy białek), a uaktywnia procesy kataboliczne dostar­
czające ATP. AMPK reguluje metabolizm zarówno na poziomie już istniejącego 
białka, jak też poprzez aktywację ekspresji genów i syntezy białek [1]. Enzym 
ten został odkryty dzięki swojej zdolności do inaktywacji reduktazy 3-hydroksy- 
3-metylo-glutarylo-CoA (reduktazy HMG-CoA) [2] i karboksylazy acetylo-CoA
[3], W 1980 roku zauważono, że aktywność kinazy karboksylazy acetylo-CoA jest 
stym ulow ana przez 5'-AMP i zasugerowano, że spadek ładunku energetyczne­
go prow adzi do hamowania syntezy kwasów tłuszczowych [4]. Pięć lat później 
zaobserwowano, że także aktywność kinazy reduktazy HMG-CoA jest stym u­
lowana przez AMP [5], Nieco później praca zespołu Graham a Hardie'ego w y­
kazała, iż ta sama kinaza jest odpowiedzialna za obydwie powyższe obserwacje 
[6]. Ponieważ wkrótce okazało się, że omawiana kinaza może mieć fizjologicznie 
wiele różnych substratów, ostatecznie nazwano ją kinazą białkową aktywowaną 
przez AMP [7], W ciągu ostatnich trzech lat stało się jasne, że AMPK odpow ia­
dając zarówno na sygnały horm onalne jak i stężenie substratów energetycznych 
w ośrodkow ym  układzie nerw ow ym  oraz tkankach obwodowych pełni istotną 
rolę w  regulacji metabolizmu energetycznego na poziomie całego organizmu, 
modulując zarówno pobieranie pokarm u jak też wykorzystanie energii.

BUDOWA AMPK

Enzym ten jest heterotrimerem, złożonym z katalitycznej podjednostki a  i re­
gulatorowych p i y. Podjednostki a  i p są kodowane, każda przez dw a różne geny 
(a-l, a  -2, p-1, p-2), a podjednostka y przez trzy geny (y-1, y - 2, y-3), co w sumie 
daje możliwość połączenia się w  12 różnych heterotrimerycznych kompleksów. 
AMPK występuje w prawie wszystkich tkankach ssaków, a ekspresja odpow ied­
nich podjednostek jest tkankowo-specyficzna. [8,9], Podjednostka a  zawiera w 
części N-końcowej domenę kinazy serynow o/treoninow ej. Bezpośrednio pod 
nią, ale już w połówce C-końcowej znajduje się dom ena regulatorowa zawiera­
jąca region autoinhibitorowy hamujący aktywność kinazową pod nieobecność 
AMP, a blisko C-końca znajduje się region wiążący się do podjednostki p [10]. 
Izoformy a - l  i a  -2 występują niemal we wszystkich tkankach, jednak ich udział 
w  całkowitej aktywności AMPK jest tkankowo specyficzny [11]. Podjednostka P 
zawiera w  C-końcowej części dom eny tworzące kompleksy z podjednostkami a  
i y [12]. U wszystkich Eukariota podjednostki p zawierają także dom eny wiążące 
węglowodany. Podobną budow ę wykazują dom eny występujące w enzymach 
metabolizujących rozgałęzienia a  1-6 w  glukanach zawierających wiązania a  1- 
4 takich jak skrobia czy glikogen [12,13], Funkcja tych dom en nie jest do końca
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jasna chociaż wiadomo, że wysoka zawartość glikogenu w 
komórce hamuje aktywność AMPK [14,15], Podjednostka y 
zaw iera cztery fragmenty o powtarzającej się sekwencji na­
zw ane dom enam i CBS, które biorą udział w wiązaniu AMP 
lub ATP w sposób wzajemnie się wykluczający [16]

KONTROLA ŁADUNKU 
ENRGETYCZNEGO PRZEZ AMPK

W komórce większość egzoergicznych procesów m eta­
bolicznych zachodzi z bezpośrednim lub pośrednim  w yko­
rzystaniem  enzymatycznej hydrolizy wiązań bezwodniko­
wych cząsteczki ATP (Reakcje 1 i 2).

(1) ATPazy: ATP -» ADP + Pi
(2) ligazy: ATP —> AMP + PPi
(3) syntazy ATP: ADP + Pi —» ATP
(4) kinaza adenylanowa: 2ADP <-» ATP + AMP

Stosunek substratów i produktów  dwóch pierwszych 
reakcji w zdrowych komórkach jest daleki od stanu rów no­
wagi, a dostarczenie energii pochodzącej z hydrolizy ATP 
jest czynnikiem warunkującym ich przebieg. Dlatego też, 
jednym  z najważniejszych param etrów charakteryzujących 
zdrow ą komórkę jest wysoki stosunek ATP do ADP. Z ko­
lei ATP powstaje w wyniku reakcji katabolicznych bądź w 
procesie fotosyntezy (Reakcja 3).

Kluczową rolę w utrzym aniu właściwych proporcji mię­
dzy stężeniami odpowiednich nukleotydów adenylowych 
w ew nątrz  komórki spełnia kaskada sygnałowa zainicjo­
w ana przez kinazę aktywowaną przez AMP [17,18], Wnio­
sek Atkinsona [19], że nukleotydy mogą stanowić sygnał 
decydujący o ich zawartości w komórce, został sformuło­
w any na podstawie badań kinetyki enzymów allosterycz- 
nych regulowanych przeciwstawnie przez ATP i AMP. Na 
początku lat 60-tych znanych było kilka enzymów, które 
regulow ane są allosterycznie przez nukleotydy adenino- 
we w  ten sposób, iż AMP działa przeciwnie do ATP. Wg 
Atkinsona stosunek stężeń nukleotydów adeninowych 
(nazwany przez niego ładunkiem energetycznym) decy­
duje o kierunku przemian metabolicznych w komórce [20]. 
Hipoteza Atkinsona spotkała się początkowo ze sporym 
zainteresowaniem. Jednakże z powodu odkrycia niewiel­
kiej liczby enzymów regulowanych bezpośrednio przez 
nukleotydy adenylowe stopniowo traciła na atrakcyjności, 
aż do czasu odkrycia kinazy białkowej aktywowanej przez 
AMP. Dlaczego właśnie AMP wydaje się być cząsteczką 
regulatorową? Otóż w komórkach eukariotycznych aktyw­
nie działa kinaza adenylanowa — enzym, który katalizuje 
w zajem ne przemiany nukleotydów (Reakcja 4). Reakcja ta 
w  w arunkach fizjologicznych bliska jest stanu równowagi. 
W idealnych warunkach dzięki licznym reakcjom katalizo­
w anym  głównie przez kluczowe enzymy procesu glikolizy 
i mitochodrialną syntazę ATP, zdrowe komórki utrzymują 
stosunek stężeń ADP do ATP w okolicach 1:10. W takich 
w arunkach  kinaza adenylanowa (Reakcja 4) działa w kie­
runku  syntezy ADP, utrzymując stężenie AMP na bardzo 
niskim  poziomie (AMP:ATP = 1:100). Jeżeli pod w pływem  
zw iększonego zapotrzebowania energetycznego komórki 
zużycie ATP przekroczy jego produkcję i wzrośnie stęże­
nie ADP, reakcja katalizowana przez kinazę adenylanową

będzie przebiegać w drugą stronę, generując ATP i AMP. 
Kiedy stosunek ADP: ATP wzrośnie 5 krotnie, to stosunek 
AMP do ATP wzrośnie 25 krotnie. Właśnie dlatego zmiany 
wewnątrzkom órkowego stężenia AMP znacznie wyraźniej 
odzwierciedlają procesy zachodzące w  komórce niż zmiany 
stężeń ATP czy ADP [21]. Z tego też pow odu system m o­
nitorowania energii w komórce jest raczej nastawiony na 
zmiany stężeń AMP (bądź stosunek AM P/ATP) niż ADP 
lub stosunku ADP/ATP.

REGULACJA AKTYWNOŚCI AMPK

Wzrost aktywności enzym u jedynie pod w pływ em  akty­
wacji allosterycznej jest stosunkowo niewielki [6]. Jak każ­
de białko o aktywności kinazy, AMPK wymaga obecności 
ATP, jednak wysokie (milimolowe) stężenia ATP znoszą ak­
tywację wywołaną przez AMP, praw dopodobnie na skutek 
w spółzawodnictwa o miejsce regulatorowe [22], Kluczową 
rolę w  aktywacji enzymu wydaje się mieć fosforylacja tre- 
oniny (Thr 172) w  „pętli aktywacyjnej" domeny kinazowej 
podjednostki a. Fosforylacja ta powoduje ponad stukrotny 
wzrost aktywności enzymatyczej. Dołączenie AMP w miej­
scu allosterycznym wym usza konformację enzym u um oż­
liwiającą jego fosforylację (Ryc. 1). Co więcej, w obecności 
AMP spada podatność AMPK na działanie fosfataz. Tak 
więc AMP aktywuje AMPK na trzy sposoby, co sprawia, że 
cały układ jest niezwykle wrażliwy na niewielkie zmiany 
stężeń AMP [23]. Pomimo, że odkryto również dw a inne 
miejsca fosforylacji podjednostki a  i jedno podjednostki p, 
to jednak najistotniejsza dla aktywności wydaje się być fo­
sforylacja Thr 172, ponieważ ukierunkowana mutageneza

Rycina 1. Model zmian konformacji AMPK pod wpływem AMP. Podjednostka 
p stanowi rusztowanie wiążące podjednostki a  i y. W konformacji nieaktywnej 
domena katalityczna podjednostki a  jest zablokowana w wyniku wewnątrzczą- 
steczkowego oddziaływania z regionem autoinhibitorowym. W konformacji ak­
tywnej, w obecności AMP, podjednostka y wypiera region autoinhibitorowy z 
oddziaływania z domeną katalityczną podjednostki a. AMP ułatwia utrzymanie 
takiej konformacji poprzez stabilizację oddziaływań a- y. W konformacji aktyw­
nej, domena katalityczna może ulec dodatkowej aktywacji w wyniku fosforylacji 
przez kinazę AMPK (AMPKK).
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zmieniająca ten aminokwas na alaninę powodowała niemal 
całkowitą utratę aktywności enzymatycznej [24],

Do niedawna enzym odpowiedzialny za fosforylację 
AMPK pozostawał nieznany i był określany enigmatycznie 
jako kinaza AMPK (AMPKK). W chwili obecnej wydaje się, 
że nie jest to jeden enzym ale co najmniej dwa: rolę AMPKK 
pełnią LKB1 znana także pod nazw ą STK11 [25] oraz kinaza 
kinazy zależnej od Ca2+/ka lm oduliny  (CaMKK) [26], Wiele 
wskazuje na to, że drugi z wymienionych enzym ów pełni 
dominującą rolę w fosforylacji AMPK przede wszystkim w 
tkance nerwowej [26]. Aktywność AMPK jest także regulo­
w ana przez w ew nątrzkom órkowe stosunki stężeń: N AD+/  
NADH [27] oraz fosfokreatyna/kreatyna [28], a także przez 
zawartość glikogenu [29]. Biorąc pod uwagę wyżej w ym ie­
nione czynniki wpływające na aktywację AMPK wydaje się 
logiczne, że stres fizjologiczny powstający w pracujących 
mięśniach, prowadzący do w zrostu zawartości AMP, spad ­
ku poziom u fosfokreatyny i NADH musi prowadzić do uak ­
tywnienia AMPK. Enzym ten może być także aktywowany 
przez stres patofizjologiczny obserwowany w warunkach 
spadku dostępności glukozy, ischemii, hipoksji czy stresu 
oksydacyjnego. Farmakologiczne ograniczenie produkcji 
ATP [np. przy użyciu inhibitorów cyklu kwasów trikarbok- 
sylowych (arsenin), łańcucha oddechowego (azydek, anty- 
mycyna A), mitochondrialnej syntazy ATP (oligomycyna) 
lub związków rozprzęgających oksydacyjną fosforylację 
(DNP)] również prowadzi do aktywacji AMPK [30,31].

Aktywność AMPK regulowana jest przez horm ony i cy- 
tokiny takie jak adiponektyna, leptyna, rezystyna i grelina. 
M olekularny mechanizm regulacji AMPK przez te związki 
nie jest do końca wyjaśniony. Co więcej, leptyna hamuje ak­
tywność tego enzymu w podwzgórzu, natomiast aktywuje 
w mięśniach szkieletowych [31] .

Dane dotyczące udziału poszczególnych enzym ów w 
szlakach sygnałowych przebiegających z wykorzystaniem 
AMPK są rozbieżne. I tak np. Zou i wsp. [32] proponują, że 
fosforylacja karboksylazy acetylo-CoA przez AMPK w ym a­
ga w szlaku powyżej tej kinazy obecności kinazy 3-fosfaty- 
dyloinozytolowej (PI-3K), którą aktywuje białko sygnałowe 
c-Src, aktyw ow ane pośrednio przez syntazę tlenku azotu 
(eNOS). Z kolei grupa Kennetha Walsha [33] proponuje w 
szlaku aktywacji angiogenezy przez adiponektynę, następu­
jącą kolejność fosforylacji: AMPK —> PI-3K —* Akt (PKB) —> 
eNOS. Kontrowersje dotyczą także stopnia zaangażowania 
kinaz białkowych aktywowanych przez mitogeny (MAPKs) 
w szlakach regulowanych przez AMPK [34,35],

FIZJOLOGICZNA ROLA AMPK

Kinaza białkowa aktywowana przez AMP wyłącza w 
komórce procesy anaboliczne prowadzące do zużycia ATP 
(jak np. biosyntezę lipidów czy białek) i uaktywnia procesy 
kataboliczne dostarczające ATP, modulując aktywność już 
istniejących białek, jak też aktywując ekspresję wybranych ge­
nów i syntezę odpowiadających im białek. I tak np. aktywa­
cja AMPK w  mięśniach szkieletowych powoduje zwiększone 
pobieranie glukozy przez tę tkankę w wyniku translokacji 
transporterów GLUT 4 do błony komórkowej oraz indukcji 
transkrypcji genu GLUT4. W wątrobowych liniach komórko­

wych hamuje ekspresję dwóch genów kodujących enzymy 
glukoneogenezy (karboksykinazy fosfoenolopirogronianowej 
i glukozo-6-fosfatazy), wyjaśniając mechanizm hamowania 
glukoneogenezy w wątrobie przez adiponektynę. Tak więc na 
skutek aktywacji AMPK następuje zwiększone zużycie gluko­
zy w mięśniach i zmniejszona produkcja glukozy w wątrobie 
[1]. Aktywowana AMPK hamuje syntezę glikogenu. Mecha­
nizm tego zjawiska nie został w pełni wyjaśniony. Wiadomo, 
że w podjednostce p enzymu występuje domena wiążąca gli­
kogen, natomiast mutacje w podjednostce y prowadzą do pa­
tologicznego gromadzenia się glikogenu w  mięśniach [29], W 
wyniku istnienia 12 różnych heterotrimerycznych komplek­
sów działanie AMPK może być tkankowo specyficzne. I tak 
np. w niedotlenionym mięśniu sercowym aktywacja enzymu 
prowadzi do zwiększenia szybkości procesu glikolizy [36], 
podczas gdy w  komórkach śródbłonka naczyń po aktywacji 
AMPK glikoliza ulega zahamowaniu z jednoczesnym wzro­
stem utleniania kwasów tłuszczowych [37],

AMPK jest także „przełącznikiem" metabolizmu lipidów. 
Aktywacja tego enzymu wyłącza natychmiast syntezę kw a­
sów tłuszczowych i cholesterolu w wątrobie na skutek fo­
sforylacji karboksylazy acetylo-CoA i reduktazy HMG-CoA 
oraz ograniczenia transkrypcji genów kodujących karbok- 
sylazę acetylo-CoA i syntazę kwasów tłuszczowych. Z kolei 
w mięśniach stymuluje pobieranie kwasów tłuszczowych 
przez transporter FAT/CD36 i zwiększa szybkość utlenia­
nia kwasów tłuszczowych na skutek fosforylacji ACC-2 
(izoformy karboksylazy acetylo-CoA), prowadząc do spad ­
ku stężenia malonylo-CoA (inhibitora palmitoilotransfera- 
zy karnitynowej I — transportera kwasów tłuszczowych do 
mitochondriów) i w konsekwencji wzrostu szybkości trans­
portu kwasów tłuszczowych do mitochondriów [1],

Zwiększona masa tkanki tłuszczowej wiąże się z rozwojem 
oporności na insulinę i rozwojem cukrzycy typu 2. W iadomo, 
że aktywność fizyczna i niskokaloryczna dieta zapobiega w y­
stąpieniu chorób metabolicznych takich jak cukrzyca typu 2, 
otyłość czy zespół metaboliczny. Zarówno zwiększona ak­
tywność fizyczna jak też restrykcje kaloryczne prow adzą 
do aktywacji AMPK, co powoduje przyspieszone utlenianie 
kwasów tłuszczowych w mięśniach i komórkach śródbłonka 
naczyń, a także zahamowanie syntezy kwasów tłuszczowych 
i cholesterolu w wątrobie. Tak więc kinaza aktywowana 
przez AMP odgrywa istotną rolę w zapobieganiu rozwoju 
otyłości, cukrzycy i miażdżycy [38]. Jednym z ważniejszych 
osiągnięć ostatniej dekady w  zrozumieniu metabolizmu było 
odkrycie, iż tkanka tłuszczowa jest organem endokrynnym, 
syntetyzującym znaczne ilości hormonów, cytokin i lipidów, 
które wywierają ogólnoustrojowe działania na procesy takie 
jak: homeostaza glukozowa i lipidowa, regulacja masy ciała i 
funkcji immunologicznych [39], Hormony wydzielane przez 
tkankę tłuszczową nazywamy adipokinami. Wiadomo, że 
AMPK pośredniczy w  działaniu co najmniej trzech z nich: 
leptyny, adiponektyny i rezystyny.

Leptyna pełni znaczącą rolę w regulacji pobierania po ­
karmu, masy ciała, wydatkowania energii i funkcji neuroen- 
dokrynnych [40], H orm on ten stymuluje utlenianie kw asów  
tłuszczowych [41], pobieranie glukozy [42] i zapobiega od ­
kładaniu się tłuszczu w tkankach innych niż tkanka tłusz­
czowa [43]. Leptyna aktywuje szlak Jak-Stat i w następstw ie
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w pływ a na transkrypcję określonych genów. Jednak wiele 
ważnych efektów metabolicznych leptyny obserwowanych 
jest w zbyt krótkim okresie aby m ożna było brać pod uwagę 
aktywację czynników transkrypcyjnych. H orm on ten selek­
tywnie stymuluje fosforylację podjednostki alfa 2 AMPK w 
mięśniach szkieletowych. Działanie leptyny jest zarówno 
krótko- jak też długoterm inowe w w yniku natychmiasto­
wej ale krótkotrwałej fosforylacji AMPK w  mięśniu oraz 
późniejszej ale trwającej co najmniej 6 godzin, indukow a­
nej za pośrednictwem sym patycznego układu  nerwowego 
(Ryc. 2) [41]. Aktywacji AMPK tow arzyszy hamowanie 
ACC2 przez leptynę — stąd stymulacja utleniania kwasów 
tłuszczowych. Aktywacja AMPK jest czynnikiem w arunku ­
jącym w pływ  leptyny na zwiększoną szybkość ultleniania 
kwasów tłuszczowych przez mięśnie [41].

Wydzielana przez adipocyty adiponektyna występuje w 
osoczu w postaci oligomerycznych kompleksów moleku­
larnych. Przyspiesza ona utlenianie kwasów tłuszczowych 
i pobieranie glukozy, hamuje glukoneogenezę, chroni przed 
arteriosklerozą w wyniku bezpośredniego działania na układ 
naczyniowy [44], Adiponektyna stymuluje fosforylację AMPK 
w mięśniach i wątrobie zarówno in vitro jak też in vivo [45], W 
mięśniach aktywacja AMPK pośredniczy w działaniu adipo- 
nektyny na utlenianie kwasów tłuszczowych oraz transport 
glukozy proporcjonalnie do stężenia AMP. Natomiast w w ą­
trobie aktywacja AMPK prowadzi do spadku syntezy PEPCK 
i glukozo-6-fosfatazy powodując obniżenie szybkości gluko- 
neogenezy [45], Adiponektyna aktywuje również AMPK w 
izolowanych adipocytach ale biologiczny efekt tego zjawiska 
nie jest jasny [46]. Jak widać, aktywacja szlaku sygnałowego 
AMPK jest niezbędna w metabolicznym i uwrażliwiającym 
na insulinę działaniu adiponektyny i leptyny.

Rezystyna jest horm onem  w ydzielanym  przez adipocyty 
u gryzoni i praw dopodobnie u człowieka. Znosi indukowa-

Rycina 2. AMPK stymuluje utlenianie kwasów tłuszczowych w mięśniach. Ak­
tywacja AMPK w mięśniu (hormonalna lub będąca efektem aktywność fizycznej) 
prowadzi do fosforylacji i zahamowania aktywności karboksylazy acetylo-CoA 
(ACC). W rezultacie spada poziom malonylo-CoA, co skutkuje zwiększoną ak­
tywnością palmitoilo transferazy karnitynowej 1 (CPT 1) i w efekcie przyspie­
szonym transportem i utlenianiem długołańcuchowych kwasów tłuszczowych w 
mitochondriach. Leptyna aktywuje mięśniową AMPK na dwa sposoby: poprzez 
wiązanie receptorów błonowych oraz poprzez aktywację osi podwzgórze -  sym­
patyczny układ nerwowy i receptory a  adrenergiczne.

ne przez insulinę ham owanie glukoneogenezy w wątrobie. 
Rezystyna zmniejsza także stopień fosforylacji AMPK w 
wątrobie [47], Nie jest jednoznaczne czy jest to niezbędny 
etap aby znieść działanie insuliny ograniczające glukoneo­
genezę w tym organie.

Jednym z ciekawszych odkryć 2004 roku była obserwa­
cja, że AMPK odgryw a niezwykle ważną rolę w powsta­
waniu odczucia głodu lub sytości w  podw zgórzu [48]. 
Głodzenie prow adzi do zwiększenia aktywności AMPK w 
podwzgórzu, podczas gdy po posiłku jej aktywność spada. 
Za zmiany aktywności enzym u mogą być odpowiedzialne 
zmiany poziomu insuliny i glukozy, ponieważ hiperglike- 
mia i hiperinsulinemia wpływają na obniżenie aktywności 
podwzgórzowej AMPK. Podobne działanie wykazuje także 
leptyna. Spadek aktywności enzymu prowadzi do ograni­
czenia pobierania pokarm u. Podobny efekt wywołuje tak­
że nadekspresja genu o cechach dominującej mutacji nega­
tywnej na AMPK w podwzgórzu. Hamowanie aktywności 
AMPK jest niezbędne do tego aby leptyna mogła działać w 
podwzgórzu. Z kolei konstytutywnie aktywna AMPK w 
podw zgórzu całkowicie blokuje działanie leptyny [48].

POTENCJALNE ZNACZENIE AMPK W CUKRZYCY

Cukrzyca typu 2 jest chorobą występującą u około 150 
milionów ludzi i przewiduje się, że do roku 2025 liczba ta 
podwoi się. Jeżeli te prognozy sprawdzą się, leczenie cukrzy­
cy może stać się głównym zadaniem medycyny XXI wieku 
[49]. Choroba ta charakteryzuje się przewlekłą hiperglikemią, 
spowodowaną zarówno insulinoopornością jak też dysfunk­
cją komórek (3 trzustki. Uważa się, że jej rozwój jest skutkiem 
nowoczesnego stylu życia charakteryzującego się z jednej 
strony nadmierną konsumpcją wysokoenergetycznych po­
karmów, a z drugiej ograniczeniem aktywności fizycznej. 
Potencjalna rola AMPK w cukrzycy została dostrzeżona przy 
próbach zidentyfikowania molekularnnych mechanizmów, 
dzięki którym ćwiczenia fizyczne wywierają korzystny 
wpływ na stan zdrowia. Jak opisano powyżej, aktywacja tego 
enzymu (zachodząca również podczas ćwiczeń fizycznych) 
prowadzi do wzrostu pobierania i wykorzystywania gluko­
zy oraz kwasów tłuszczowych przez mięśnie, co mogłoby 
być korzystne podczas leczenia cukrzycy [50], Jako poten­
cjalny lek przeciwcukrzycowy przetestowano syntetyczny 
aktywator AMPK: rybozyd 5-aminoimidazolo-4-karboksa- 
midu (AICAR). Związek ten wchodzi do komórek poprzez 
transportery dla adenozyny, a następnie jest fosforylowany 
przez kinazę adenozyny w wyniku czego powstaje analog 
AMP. U zwierząt z cukrzycą typu 2 traktowanych AICARem 
obserwowano spadek hiperglikemii i hipertriglicerydemii 
[1]. Ostatecznym dowodem  na to, że AMPK jest dobrym ce­
lem dla leków przeciwcukrzycowych okazały się odkrycia, 
że dwa leki, które już są stosowane w praktyce klinicznej do 
leczenia typu 2 cukrzycy: metformina [51] i tiazolidinedio- 
ny [52,53] powodują aktywację tego enzymu. Proponowany 
mechanizm działania metforminy zakłada aktywację szlaku 
c-Src—► PI-3K—>• PDK-1, a następnie w  dalszym etapie LKB1, 
która fosforylowałaby AMPK. Jednak hipoteza ta wydaje się 
słabo udokum entowana [32], Tiazolidinediony zwiększają 
stężenie wewnątrzkomórkowego AMP [52], Co więcej, tiazo­
lidinediony aktywują także receptory PPAR y, wpływając na 
zwiększenie stężenia adiponektyny we krwi [54], co w spo­
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sób pośredni także prowadzi do aktywacji AMPK. Ze wzglę­
du na to, że aktywacja AMPK w mięśniach szkieletowych 
prowadzi do pobierania glukozy w  sposób niezależny od in­
suliny, istnieje domniemanie, że szlaki sygnałowe indukowa­
ne przez insulinę i te, w  których uczestniczy AMPK, gdzieś 
się zbiegają. Jednak dostępne obecnie dane doświadczalne 
są rozbieżne co do punktu wspólnego obu szlaków [55,56], 
Myszy z rozbitym genem (knockout) kodującym podjednost- 
kę regulatorową a-2 AMPK charakteryzują się łagodną isu- 
linoopornością, a także obniżonym wydzielaniem insuliny, 
co świadczy o tym, że AMPK może uczestniczyć w rozwoju 
cukrzycy zarówno typu 1 jak i 2 [57,58].

PODSUMOWANIE

Kinaza białkowa stym ulowana przez AMP jest ew olu­
cyjnie konserwowanym białkiem, działającym jak regulator 
kierunku przemian metabolicznych, zarówno na poziomie 
komórki, jak i całego organizmu. Jej aktywność odgrywa 
kluczową rolę w regulacji utrzym ania optymalnej wagi, 
a także homeostazy glukozowej i lipidowej. W dw udzie ­
stym pierwszym wieku liczba publikacji dotyczących tego 
enzym u zaczęła przyrastać logarytmicznie. Mimo to, kilka 
kwestii nadal pozostaje niejasnych. Nie zidentyfikowano 
dotychczas białek, umiejscowionych zarówno powyżej jak i 
poniżej AMPK w szlaku sygnałowym odpow iedzialnym  za 
regulację pobierania pokarm u przez podwzgórze. Wydaje 
się, że określenie dokładnej roli AMPK w kaskadzie sygna­
łu insulinowego mogłoby przyczynić się do zrozumienia 
patogenezy cukrzycy i otyłości, a następnie do stworzenia 
skutecznej terapii. Idealny lek powinien aktywować AMPK 
w tkankach obwodowych (zwiększając pobieranie i wyko­
rzystanie glukozy, a także kwasów tłuszczowych) i jedno­
cześnie hamować jej aktywność w podw zgórzu (redukując 
w ten sposób pobieranie pokarm u i masę ciała).
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ABSTRACT
AMP-activated protein kinase (AMPK) is the central component of a protein kinase cascade that acts as an energy sensor maintaining the ener­
gy balance at the cellular as well as at the w hole  body level. Within the healthy cell, metabolic stress leading to an increase in AMP concen­
tration results in AMPK activation. Once activated, AMPK "switches off" many anabolic pathways e.g. fatty acid and protein synthesis w hile  
"switches on" catabolic pathways such as fatty acid oxidation or glycolysis which serve to restore intracellular ATP level. Adipocyte derived 
hormones leptin and adiponectin activate AMPK in peripheral tissues increasing energy expenditure. AMPK also regulates food intake due to 
response to hormonal and nutrient signals in hypothalamus. Antidiabetic drugs that mimic the action of insulin activate the AMPK signaling  
pathways. Further studies are needed to clarify the importance of the AMPK activation for therapeutic effects of this drugs.
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Odpowiedź na stres komórkowy i ekspresja 
genów Hsp70 w męskich komórkach rozrodczych

STRESZCZENIE

Apoptoza odgrywa szczególną rolę w  spermatogenezie, zarówno jako proces „fizjologicz­
ny", regulujący proporcje ilościowe pomiędzy komórkami somatycznymi i rozrodczy­

mi, jak i „patologiczny", indukowany przez stres komórkowy. Komórki plemnikotwórcze 
reagują na stres komórkowy (np. podwyższoną temperaturę) w  odmienny sposób niż ko­
mórki somatyczne. W komórkach somatycznych aktywny czynnik transkrypcyjny HSF1 in­
dukuje syntezę cytoprotekcyjnych białek HSP (głównie HSP70i), co prowadzi do naprawy 
lub usunięcia uszkodzonych białek i przeżycia komórki. W męskich komórkach mejotycz- 
nych i post-mejotycznych indukcja genów Hsp70i pod wpływ em  stresu jest zablokowana, 
natomiast obecne są konstytutywne białka HSP70 swoiste dla tych komórek. Białka te są 
niezbędne dla prawidłowego przebiegu spermatogenezy, jednak nie chronią przed szkod­
liwym  wpływem  podwyższonej temperatury. Aktywacja HSF1 w spermatocytach w ywołuje  
apoptozę zależną od kaspazy-3 i komórki rozrodcze są aktywnie eliminowane. Ekspresja 
swoistego dla spermatocytów genu Hsp70.2Alst70 ulega zahamowaniu po aktywacji HSF1 i 
w rezultacie spermatocyty ulegające apoptozie pozbawione są białka HSP70.yHST70. Apo­
ptoza indukowana przez stres komórkowy jest ważnym mechanizmem kontrolnym elim inu­
jącym uszkodzone męskie komórki rozrodcze.

ROLA APOPTOZY W PROCESIE SPERMATOGENEZY

Spermatogeneza jest procesem, w którym w wyniku podziałów oraz różnico­
wania męskich komórek gametogenicznych, dochodzi do powstania plemników. 
U gryzoni proces ten rozpoczyna się kilka dni po urodzeniu podziałem pierwot­
nych komórek rozrodczych (gonocytów) zasiedlających sznury płciowe, z któ­
rych w miarę dojrzewania jąder powstają kanaliki nasienne. Kolejne stadia roz­
wojowe gamet (otoczone przez somatyczne komórki Sertolego, pełniące funkcje 
podporow e i odżywcze) przemieszczają się od błony podstawnej w stronę osi 
kanalika. Z gonocytów powstają dzielące się mitotycznie spermatogonia, z któ­
rych część przekształca się w spermatocyty. Spermatocyty preleptotenowe prze­
chodzą ostatnią podczas spermatogenezy fazę S i rozpoczynają mejozę. Podczas 
długiej (kilka-kilkanaście dni) profazy pierwszego podziału mejotycznego w 
spermatocytach I rzędu dochodzi do kondensacji chromatyny, utworzenia kom ­
pleksu synaptonemalnego, parowania chromosomów homologicznych i rekom­
binacji materiału genetycznego. Powstające po pierwszym podziale spermatocy­
ty II rzędu szybko dzielą się ponownie (bez replikacji DNA), przekształcając się 
w  sperm atydy okrągłe (wczesne). Powstanie wczesnych sperm atyd rozpoczyna 
proces spermiogenezy, w którym poprzez etapy spermatyd kondensujących i wy­
dłużających się dochodzi do odrzucenia nadmiaru cytoplazmy w formie ciałek reszt­
kowych i powstania plemników uwalnianych do światła kanalika. Istotną cechą 
podziałów męskich komórek rozrodczych są niekompletne cytokinezy — pozo­
stające mostki cytoplazmatyczne umożliwiają m.in. zsynchronizowanie podzia­
łów komórkowych (proces spermatogenezy przedstawiony jest schematycznie na 
(Ryc.l) [1].

Prawidłowość przebiegu spermatogenezy uzależniona jest od ekspresji wie­
lu specyficznych dla jąder genów [2,3]. Zaburzenia ekspresji genów i inne nie­
prawidłowości w  rozwoju komórek spermatogenicznych prow adzą zwykle do 
śmierci na drodze apoptozy. Apoptoza (inaczej program ow ana śmierć komórki) 
jest kontrolowanym genetycznie procesem autodestrukcyjnym, który eliminu­
je niepotrzebne, nieprawidłowe lub uszkodzone komórki. Ogólne informacje 
na temat apoptozy można znaleźć w licznych pracach przeglądowych, publi­
kowanych również w języku polskim [4-6], Spermatogeneza jest szczególnym 
przykładem znaczenia apoptozy dla procesów rozwoju i różnicowania. Szacuje się, 
że do 75% komórek, które mogłyby powstać w  wyniku podziałów spermato- 
gonii i utworzyć dojrzałe plemniki usuwanych jest na drodze apoptozy [7,8], 
Szczególne nasilenie tego procesu obserwuje się podczas pierwszego w  rozwoju 
postnatalnym  podziału mejotycznego, kiedy osiągana jest właściwa proporcja 
pom iędzy ilością komórek plemnikotwórczych i wspomagających komórek Ser-
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Rycina 1. Schemat spermatogenezy (opis w tekście).

tolego. Natomiast w późniejszym okresie spermatogenezy 
apoptoza umożliwia usuwanie komórek mających uszko­
dzenia DNA i zaburzenia chromosomowe. Ograniczone jest 
dzięki temu powstawanie nieprawidłowych plemników, a 
w efekcie zdeformowanych zarodków [9,10].

Osobliwością spermatogenezy jest to, że u większości 
ssaków zachodzi w tem peraturze niższej niż tem peratura 
wnętrza ciała (jądra znajdują się w mosznie). Natomiast w 
wyniku silnego i/ lu b  długotrwałego działania bodźca ter­
micznego dochodzi do trwałej degeneracji nabłonka plem- 
nikotwórczego i ograniczenia płodności [11], co skutkuje 
obniżeniem jakości spermy i obumieraniem zarodków [12]. 
Komórkami najbardziej wrażliwymi na działanie podw yż­
szonej tem peratury są spermatocyty w stadium  pachytenu i 
wczesne spermatydy; wzrost tem peratury indukuje w nich 
proces apoptozy [13,14], Wysoka wrażliwość komórek sper- 
matogenicznych na podwyższoną tem peraturę związana 
jest z nietypowym mechanizmem odpowiedzi na stres.

MECHANIZM KOMÓRKOWEJ ODPOWIEDZI 
NA STRES TERMICZNY

Wzrost tem peratury i inne bodźce powodujące utratę 
prawidłowej struktury białek wewnątrzkomórkowych pro­
wadzą, w  większości typów komórek, do syntezy i nagro­
madzenia białek HSP (ang.: Heat Shock Proteinś). Induko­
wana ekspresja białek HSP jest wynikiem aktywacji czyn­
nika transkrypcyjnego HSF1 (ang.: Heat Shock transcription 
Factor 1). W warunkach fizjologicznych HSF1 występuje 
jako nieaktywny m onomer w kompleksach z białkami HSP, 
natomiast w  warunkach stresu monomery HSF1 są uw al­
niane z kompleksów i tworzą homotrimery, które wiążą się 
z sekwencjami HSE (ang.: Heat Shock Element) obecnymi w 
promotorach genów Hsp. W rezultacie dochodzi do akty­
wacji transkrypcji i do syntezy białek HSP (Ryc. 2) [15,16]. 
Przedstawiony mechanizm regulacji dotyczy głównie tzw.

indukowalnych HSP (ang.: inducible HSP, HSPi). Akum ula­
cja białek HSPi w komórce umożliwia przeżycie w nieko­
rzystnych warunkach i jest w ażnym  czynnikiem cytopro- 
tekcyjnym. HSP funkcjonują jako białka opiekuńcze (ang.: 
molecular chaperones), które umożliwiają innym białkom 
uzyskiwanie prawidłowej konformacji, chronią je przed 
denaturacją lub też kierują je do degradacji (jeśli naprawa 
jest niemożliwa) [17-24] (Ryc. 2). W komórce występuje kil­
ka rodzin białek HSP (o masach molekularnych od 20 do 
110 kDa). Tylko część białek HSP jest indukow ana w w a­
runkach stresu, inne obecne są w komórce konstytutywnie. 
Mnogość i zróżnicowana ekspresja białek HSP odzwiercied­
la ich różnorodne funkcje fizjologiczne — oprócz ochrony 
prawidłowej konformacji białek biorą one udział w trans­
porcie polipeptydów przez błony komórkowe, prezentacji 
antygenów, regulacji receptorów sterydowych, apoptozie i 
wielu innych procesach [25-28]. Funkcje białek HSP realizo­
wane są dzięki zdolności do oddziaływania z substratami 
białkowymi. Proces jest kontrolowany poprzez cykliczne 
wiązanie ATP, hydrolizę i w ym ianę nukleotydu. Aktyw­
ność ATPazy zlokalizowana jest w  konserwatywnej dom e­
nie N-końcowej białek HSP70 i HSP90, natomiast wiązanie 
substratu zachodzi w ich domenie C-końcowej. Cykliczne 
wiązanie i zwalnianie substratu prow adzi w efekcie do uzy ­
skania przez niego prawidłowej struktury. Efektywność re­
akcji jest kontrolowana przez dodatkowe kofaktory i białka 
pomocnicze (np. zawierające dom enę J białka HSP40) [29].

Głównymi czynnikami regulującymi ekspresję genów 
Hsp są białka HSF [30]. U kręgowców, oprócz HSF1, są to 
HSF2, HSF3 i HSF4. Każdy z nich jest odmiennie regulow a­
ny i w  odm ienny sposób w pływ a na transkrypcję (nie tylko 
genów Hsp). Podczas gdy HSF1 urucham ia ekspresję Hsp 
w  warunkach stresu, HSF2 funkcjonuje w  trakcie w zrostu 
i różnicowania (m.in. w czasie rozwoju embrionalnego i 
spermatogenezy) [31]. HSF3 występuje jedynie u ptaków, 
a funkcja HSF4 nie jest dokładnie znana — występuje tyl-
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Rycina 3. Porównanie szlaków przekazywania sygnału po aktywacji czynnika 
HSF1 w komórkach somatycznych i plemnikotwórczych.

ko w niektórych narządach (np. w  rozwijającej się soczewce 
oka [32]) i praw dopodobnie działa jako negatyw ny regula­
tor transkrypcji [17,30]. Wydaje się, że HSF1 i HSF2 działają 
synergistycznie zarówno w czasie stresu, jak i w warunkach 
fizjologicznych [33-37]. Widoczne jest to np. w  czasie sper­
matogenezy u myszy: delecja genu Hsfl nie zaburza sper­
matogenezy [38], delecja genu Hsf2 nieznacznie zaburza 
płodność samców [39,40], natomiast usunięcie obu genów 
prowadzi do niepłodności [37]. Mimo, że współdziałanie 
HSF1 i HSF2 jest niezbędne dla prawidłowego przebiegu 
spermatogenezy, aktywacja HSF1 pod w pływ em  stresu ko­
mórkowego jest czynnikiem wywołującym apoptozę w m ę­
skich komórkach mejotycznych [41,42].

Efekt działania czynnika F1SF1 w komórkach plemniko­
twórczych jest całkowicie odm ienny od obserwowanego w 
komórkach somatycznych (Ryc. 3). Białka HSP70i należą do 
najważniejszych białek indukowanych w komórkach soma­
tycznych przez HSF1 w w yniku stresu komórkowego. Biał­
ka HSP70 wykazują aktywność anty-apoptotyczną; mecha­
nizm ich działania polega między innymi na blokowaniu 
aktywacji apoptosomu, kompleksu aktywującego kaspazy 
[28,43], Natomiast w spermatocytach i sperm atydach in­
dukow ana przez HSF1 synteza FlSP70i jest całkowicie za­
blokowana [44-46]. W komórkach tych, po aktywacji HSF1 
dochodzi do w zrostu ekspresji białek pro-apoptotycznych 
związanych zarówno z zewnętrznymi („receptorowymi"; 
np. FADD, RIP), jak i w ewnętrznym i („mitochondrialny- 
mi"; np. p53, Bax, Bad) szlakami przekazywania sygnału 
apoptotycznego. W efekcie końcowym, po aktywacji kaspa­
zy 3, inicjowana jest fragmentacja chromatyny katalizowana 
przez nukleazę CAD/DFF40 [46] (Ryc. 4).

BIAŁKA HSP70 SWOISTE DLA KOMÓREK 
PLEMNIKOTWÓRCZYCH

HSP70 są najliczniejszą i najsilniej zachowaną w ew olu­
cji rodziną białek HSP [47, 48]. Oprócz omówionych wyżej 
indukowalnych HSP70i (które np. u  myszy kodowane są 
przez dw a geny Hsp70.1 i Hsp70.3), do rodziny tej zalicza się
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Rycina 4. Uproszczony schemat szlaków przekazywania sygnałów w apoptozie. 
Kolorem czerwonym zaznaczono wzrost ekspresji obserwowany w komórkach plem­
nikotwórczych po aktywacji HSF1 (na podstawie wyników publikowanych w [46]). 
Strzałki oraz tępo zakończone linie oznaczają odpowiednio aktywację bądź hamow­
anie sygnału proapoptotycznego. Skróty będące akronimami nazw angielskich: 
CAD — Caspase Activated DNase; DAXX — Death Domain Associated Protein XX; 
FADD — Fas-Associated Death Domain Protein; ICAD — Inhibitor of CAD; RAIDD 
— RIP Associated ICH-l/CED-3 homologous Death Domain protein; RIP — Receptor- 
Interacting Protein; TNF — Tumor Necrosis Factor; TNFR — Tumor Necrosis Factor 
Receptor; TRADD — TNF Receptor Associated Death Domain protein; TRAF — TNF 
Receptor Associated Factor.

również białka obecne w komórce konstytutywnie: HSC70 
(ang.: Heat Shock Cognate protein) w  cytoplazmie, czy GRP75 
i GRP78 (ang.: Glucose Regulated Proteins) w mitochondriach 
i siateczce endoplazmatycznej. W komórkach plemniko­
twórczych, w  temperaturze fizjologicznej, aktywne są dwa 
dodatkowe geny z tej rodziny: Hsp70.2 i Hsc70t [49-51], Gen 
Hsp70.2 myszy (odpowiednik genu Hst70 szczura i HspA2 
człowieka) jest najsilniej transkrybowanym genem wśród 
genów Hsp ulegających ekspresji w  jądrach. Jego transkrypt 
wykrywany jest w największej ilości w  spermatocytach pod­
czas pachytenu pierwszego podziału mejotycznego oraz we 
wczesnych sperm atydach [52]. Ilość transkryptu Hsp70.2/ 
Hst70 spada gwałtownie w  spermatydach wydłużających 
się (o około 80%), jednak jest go wciąż więcej od transkryptu 
Hsc70t, który pojawia się we wczesnych spermatydach [53]. 
Mechanizm regulacji Hsc70t i funkcje kodowanego przez 
ten gen białka są bardzo słabo poznane i nie będą omówio­
ne w tej pracy.

REGULACJA EKSPRESJI GENU HSP70.2/HST70

Podobieństwo sekwencji kodujących genów Hsp70.2 my­
szy, Hst70 szczura i HspA2 człowieka wynosi około 92%. 
Większe różnice występują w  rejonie promotora, obecne 
są tu jednak dw a niemal identyczne dwudziestokilku-nu- 
kleotydowe bloki sekwencji (blok A i blok B). W rejonie 
promotora najbardziej istotnym dla zachowania swoistości 
ekspresji genów Hsp70.2 i Hst70 (przedstawionym schema­
tycznie na Ryc. 5) podobieństwo wynosi 87%. Organizacja 
jednostki transkrypcyjnej obu genów jest niemal identyczna 
(zwykle stosowane są terminy „gen Hsp70.2/Hst70" i „biał­
ko HSP70.2/HST70"). Transkrypcja genu Hsp70.2/Hst70 ini­
cjowana jest z dwóch głównych miejsc: Tl i T2. Gen zawiera
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intron o długości 239 pz w nie ulegającym translacji regionie 
5' (5'UTR). Intron obecny jest tylko w transkrypcie p ierw ot­
nym inicjowanym z miejsca Tl. Drugie miejsce startu  tran­
skrypcji zlokalizowane jest w intronie [54], Tylko miejsce 
T2 poprzedzone jest przez sekwencję TATA-box. Jednak 
transkrypty inicjowane z miejsca T2 nie są swoiste dla sper- 
matocytów: są wykryw ane w jądrach myszy jeszcze przed 
rozpoczęciem spermatogenezy — przed pojawieniem się 
pierwszych spermatocytów i długo przed pojawieniem się 
białka HSP70.2/HST70. Natomiast synteza białka zbiega się 
czasowo z rozpoczęciem pierwszej mejozy i pojawieniem 
się transkryptów inicjowanych w miejscu Tl (co związane 
jest z uwolnieniem hipotetycznego represora z sekwencji 
Oct znajdującej się w sąsiedztwie Tl) [55], Szczegółową 
analizę funkcjonalną promotora genu Hsp70.2/Hst70 p rze­
prowadzono na modelu myszy transgenicznych, u których 
ekspresja genu wskaźnikowego CAT  (acetylotransferazy 
chloramfenikolu) kontrolowana była przez różnej długości 
fragmenty promotora genu Hst70 szczura. Analiza w ykaza­
ła, że sekwencje DNA zawarte pom iędzy Tl i T2 (między 
innymi bloki A i B) są niezbędne i wystarczające dla zacho­
wania swoistej tkankowo i wydajnej ekspresji transgenu 
(Ryc. 6) [56], Co ciekawe, włączenie do transgenu sekwencji 
S /M A R (ang.: scaffold/matrix attached region) znajdujących 
się kilkaset pz powyżej T l powoduje obniżenie aktywności 
promotora [57].

Struktura prom otora genu Hsp70.2/Hst70, zapewniająca 
regulację ekspresji w  trakcie rozwoju komórek plemniko- 
twórczych, jest inna niż struktura typowych genów Hsp. 
Tym niemniej, w  promotorze genu Hsp70.2/Hst70 znajduje 
się sekwencja HSE-like, podobna do elementu HSE w ystę­
pującego w promotorach genów z rodziny Hsp i odpow ie­
dzialnego za wiązanie czynników transkrypcyjnych HSF. 
Badania przeprow adzone na opisanym powyżej modelu 
transgenicznym wykazały, że mutacja sekwencji HSE-like 
nie ma w pływ u na poziom ekspresji transgenu w  tem pe­
raturze fizjologicznej. Co ciekawe, w obecności aktywnego 
czynnika HSF1 spada wydajność prom otora zawierającego 
zarówno prawidłową jak i zm utow aną sekwencję HSE-like. 
Aktywny czynnik HSF1 hamuje również ekspresję endo­
gennego Hsp70.2/Hst70, co jest zupełnie nietypowe dla ge­
nów Hsp. W badaniu metodą immunoprecypitacji chroma- 
tyny nie wykryto jednak wiązania HSF1 do prom otora genu 
Hsp70.2/Hst70, co sugeruje działanie za pośrednictwem  in­
nych czynników transkrypcyjnych [58],

WŁAŚCIWOŚCI BIAŁKA HSP70.^HST70/HSPA2

Białka HSP70.2/HST70 gryzoni i HSPA2 człowieka są 
bardzo podobne (powyżej 98% homologii) [59], Białka 
te (oraz kodujące je geny) różnią się jednak w zorem  eks­
presji. U gryzoni białko HSP70.2/HST70 jest w ykryw alne 
poza jądram i jedynie w  niektórych obszarach m ózgu (i 
rozwijającym się układzie nerw ow ym  u zarodków), cho­
ciaż śladowe ilości transkryptu  obecne są także w innych 
narządach somatycznych (dodatkow o są tu w ykryw ane 
transkrypty antysensowe) [60,61]. N atom iast transkrypty  
genu HspA2 są łatwo w ykryw alne w większości narzą ­
dów  człowieka [59]. Szczególnie liczne są w komórkach 
now otw orow ych, gdzie stanow ią do kilkunastu procent 
wszystkich transkryptów  genów z rodziny Hsp70 [62], 
Również niewielkie ilości białka HSPA2 w ykryw ane są w 
kom órkach som atycznych [63], Chociaż rola białka HSPA2 
w praw idłow ych komórkach som atycznych nie jest znana, 
białko to jest niezbędne do w zrostu  kom órek now otw o­
rowych, a wyciszenie jego ekspresji za pomocą RNAi po ­
woduje zaham ow anie w zrostu  w  fazie G1 i śmierć (efektu 
takiego nie obserwuje się w  szybko rosnących praw id ło ­
wych kom órkach nabłonkowych) [64],

T 1 T 2  a t g  Białko HSP70.2/HST70 pełni różnorodne
p r o m o t o r  g e n u  *  ^  ^  | « g n o ^ O A T . m n o g i c h  f u n k c j e  j a k o  b i a ) k o  o p i e k u ń c z e  w  k o m ó r _

kach plemnikotwórczych. Jest niezbędne dla 
prawidłowego przebiegu spermatogenezy, a 
samce myszy pozbawionych genu Hsp70.2 są 
niepłodne. Spermatogeneza zatrzymuje się u

Rysunek 6. Analiza aktywności promotora genu Hst70 szczu­
ra w jądrach myszy transgenicznych. Przedstawiono struk­
turę promotora genu Hst70 z miejscami startu transkrypcji 
Tl i T2 (odpowiednio 351 i 116 pz powyżej miejsca startu 
translacji w kodonie ATG, gdzie A oznacza +1) i położe­
niem bloków A i B. Poniżej przedstawiono strukturę genów 
hybrydowych Hst70-CAT, których aktywność testowano w 
jądrach myszy transgenicznych. Po prawej stronie przedsta­
wiono poziom aktywności genu wskaźnikowego CAT (ace­
tylotransferazy chloramfenikolu). W jednym z konstruktów 
sekwencje znajdujące się bezpośrednio powyżej miejsca T2 
zastąpiono promotorem minimalnym kinazy tymidynowej 
(prom. min. tk ). HSE-mut — zmutowana sekwencja HSE- 
like. Na podstawie prac [54-56,58].
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Rycina 5. Struktura promotora genu Hst70 szczura. Zaznaczono położenie sek­
wencji o potencjalnym znaczeniu regulacyjnym: Oct — odwrócona sekwencja 
oktamerowa wiążąca czynniki transkrypcji Oct poprzez ich domenę POU; Spl — 
sekwencje bogate w pary GC, potencjalne miejsce wiązania uniwersalnego czyn­
nika transkrypcji Spl; ERE(nf) — ang. Estrogen Responsive Element, nieaktywna 
w testach transfekcyjnych in vitro sekwencja różniąca się jednym nukleotydem 
od konsensusu sekwencji wiążącej receptory estrogenów; Hlt-like — sekwencja 
podobna do sekwencji regulatorowej cis obecnej w promotorze genu H 11 szczura 
kodującego wariant jądrowy histonu HI; CAAT — miejsce wiązania uniwersal­
nego czynnika transkrypcji CTF-1; HSE-like — sekwencja podobna do konsensu­
su sekwencji wiążącej czynniki transkrypcji HSF; TATA-box — miejsce wiązania 
czynnika transkrypcji TBP (ang. TATA-box Binding Protein). Tl i T2 — główne 
miejsca startu transkrypq'i. A i B — sekwencje konserwowane ewolucyjnie w 
promotorach homologicznych genów ssaków. ATG — kodon metioniny, miejsce 
startu translacji.
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nich na etapie późnego pachytenu pierwszego podziału me- 
jotycznego, a spermatocyty ulegają apoptozie [65]. Podczas 
prawidłowo przebiegającej spermatogenezy białko HSP70.2 
obecne jest w obrębie kompleksu synaptonemalnego i p raw ­
dopodobnie bierze udział w jego dysocjacji [66,67], W ykaza­
no również, że białko HSP70.2 jest niezbędne dla powstania 
funkcjonalnego kompleksu kinazy CDC2 z cykliną BI — tak 
zwanego czynnika MPF (ang. mitosis-promoting factor), nie­
zbędnego dla przejścia z fazy G2 do M [68],

Aktywność ATPazowa HSP70.2 jest praw dopodobnie 
modulow ana przez pojawiające się swoiście w spermaty- 
dach białka pomocnicze MSJ-1 i DjA4 zawierające dom e­
nę J [69, 70], W obrębie domeny ATPazowej białka HSP70.2 
myszy zlokalizowano dodatkowo region wiążący sulfoga- 
laktolipidy [71]. Znaczenie fizjologiczne takiej „adhezyjnej" 
aktywności nie jest dotychczas znane, choć pojawiły się su ­
gestie, że mogłaby ona odgrywać rolę przy zapłodnieniu. 
Białko HST70 szczura może tworzyć funkcjonalną jednost­
kę z dw om a białkami z rodziny HSP100 (APG-1 i APG-2). 
Kompleks taki towarzyszy kalmodulinie w komórkach na 
etapie od spermatocytów pachytenowych do wczesnych 
sperm atyd [72], Za wiązanie z kalm oduliną odpow iada 
przypuszczalnie 21-aminokwasowy region w obrębie do­
meny N-końcowej obecny w większości białek HSP70 [73]. 
Poza tym ludzkie białko HSPA2 zidentyfikowano jako swo­
istą dla plemników izoformę M kinazy kreatynowej. Szereg 
danych wskazuje, że konsekwencją niskiego poziomu biał­
ka HSPA2 jest nieprawidłowy rozwój sperm y [74].

Badane in vitro właściwości biochemiczne białek HSP70.2 
i HSP70Í są bardzo podobne [70]. Również in vivo, w  cza­
sie stresu komórkowego, oba białka mają podobną lokali­
zację w jądrze komórkowym [58,75]. Jednak ekspresja tych 
dwóch białek w warunkach stresu komórkowego (po ak­
tywacji HSF1) jest odmienna — ilość HSP70i w  komórkach 
somatycznych gwałtownie przyrasta, natomiast ekspresja 
HSP70.2 w spermatocytach ulega represji [58]. Praw dopo­
dobnie jest to jeden z mechanizmów ułatwiających induko­
w aną przez stres komórkowy apoptozę komórek plemniko- 
twórczych.

UWAGI KOŃCOWE

Komórki rozrodcze stanowią szczególny typ komórek 
— są linią nieśmiertelną, przekazującą materiał genetyczny 
następnym  pokoleniom. Od jakości gamet zależy „jakość" 
osobników potomnych, dlatego też uszkodzone komórki 
nie są naprawiane, lecz aktywnie eliminowane. Osiągane 
jest to w zaskakująco prosty sposób: ten sam czynnik tran- 
skrypcyjny (HSF1), który w komórkach somatycznych jest 
elementem systemu cytoprotekcji, w  komórkach rozrod­
czych indukuje apoptozę. Dzieje się tak tylko w męskich ko­
m órkach rozrodczych, produkow anych w dużych ilościach 
i bardziej narażonych na uszkodzenia niż gamety żeńskie. 
M echanizm molekularny takiego pro-apoptotycznego dzia­
łania HSF1 jest ciągle niejasny. Nie w iadom o jakie geny są 
podstaw ow ym i celami HSF1 w spermatocytach, ani jakie 
białka m odulują jego aktywność. Poznanie szczegółowych 
mechanizmów regulacji i działania czynnika HSF1 i białek 
HSP w  komórkach spermatogenicznych pow inno uzupeł­
nić wiedzę o przyczynach bezpłodności oraz sposobach

jej diagnozow ania i leczenia. Co ważniejsze, z odkryciem 
pro-apoptotycznego mechanizmu działania HSF1 wiążą się 
nadzieje na opracowanie nowych technik terapeutycznych 
umożliwiających eliminację komórek nowotworowych.
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ABSTRACT

Apoptosis of spermatogenic cells is an essential process that allows to maintain correct proportion between somatic and germ cells. In addition, 
apoptosis induced by cellular stress is an important checkpoint mechanism that eliminates damaged male germ cells. The response to cel­
lular stress (e.g. hyperthermia) in somatic cells includes activation of the heat shock transcription factor 1 (HSF1) leading to induction and 
accumulation of the heat shock proteins (HSPs), mainly HSP70i, which allows cell survival. In major contrast, in meiotic and post-meiotic 
germ cells Hsp70i genes are not induced in elevated temperature. Instead, activation of HSF1 leads to caspase-3-dependent apoptosis and 
spermatogenic cells are actively eliminated. Although HSP70i proteins are repressed in spermatocytes and spermatids, another HSP70 pro­
teins are specifically expressed in those cells, which are necessary for spermatogenesis. However, Hsp70.2/Hst70 gene, the major testis-specific 
Hsp70 expressed mostly in spermatocytes, is down-regulated by HSF1 and spermatogenic cells undergoing stress-induced apoptosis lack 
HSP70.^HST70 protein.
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Wykaz skrótów: transportery ABC (ang. ATP- 
binding cassette transporters) — białka z charak­
terystycznym  i zachowawczym  rejonem w ią­
żącym ATP, aktyw ne m.in. w  procesie trans­
portu  poprzez błony biologiczne, MDR (ang. 
multidrug resistance) — wielolekowa oporność, 
MRP (ang. multidrug resistance associated prote­
ins) — białka pow iązane z opornością wielo- 
lekową, PDR (ang. pleiotropic drug resistance)
— białka, których aktywność pow iązana jest 
z fenotypem  plejotropowej oporności, TMD 
(ang. transmembrane domain) — dom ena trans- 
błonowa, NBD (ang. nucleotide binding domain)
— dom ena wiążąca nukleotydy, NBF (ang. 
nucleotide binding fold) — rejon wiążący ATP w 
obrębie NBD
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STRESZCZENIE

Transportery ABC obecne u wszystkich organizmów żywych znane są głównie w  kontek­
ście zjawiska zwanego opornością wielolekową. Stały się one obiektem intensywnych  

badań u ssaków jako białka powodujące brak wrażliwości komórek rakowych na leki stoso­
wane w  chemioterapii. Jak dotąd, stosunkowo mało wiem y o roślinnych transporterach ABC. 
Rosnąca w ostatnich latach ilość publikacji dotyczących ich roli w  w ielu procesach fizjolo­
gicznych, świadczy o zainteresowaniu także i tymi białkami. Szczególnie dobrze poznane 
zostały tzw. wakuolarne transportery ABC, aktywne w  procesie transportu egzogennych tok­
syn (np. herbicydów), a także produktów endogennego metabolizmu takich jak pochodne 
chlorofilu do wakuoli. Inne zlokalizowane w  błonie komórkowej są transporterami metabo­
litów wtórnych czy fitohormonów. Białka ABC są także obecne w organellach komórkowych  
gdzie wpływają np. na proces p oksydacji. Praca ta poświęcona została krótkiej charakte­
rystyce transporterów ABC, uwzględniającej typowe cechy ich budowy oraz fizjologiczne 
aspekty funkcjonowania w komórce roślinnej.

WPROWADZENIE

Białka znane jako transportery ABC (ang. ATP-binding cassette transporters) 
możemy znaleźć w  każdym  typie żywej komórki, u przedstawicieli wszystkich 
znanych gatunków. Jako pierwsze poznano bakteryjne białka ABC, określane 
mianem perm eaz periplazmatycznych, które odpowiedzialne są za pobieranie 
ze środowiska składników odżywczych, takich jak cukry czy aminokwasy [1], U 
pałeczki okrężnicy Escherichia coli aż 5% genomu stanowią geny kodujące białka 
ABC. Szacuje się, iż w  genomie człowieka jest ich około 50. Podobna liczba tych 
genów jest obecna w takich organizmach modelowych jak nicień Caenorhabditis 
elegcins (58) czy m uszka owocowa Drosophila melcinogaster (51) [2]. Nieco mniej, 
bo 30 genów kodujących transportery ABC zidentyfikowano u drożdży piekar­
niczych Saccharomyces ceruisiae [3].

Transportery ABC wykorzystują hydrolizę ATP do transportu, poprzez błony 
biologiczne, szeregu różnych związków chemicznych. Aktywność ta jest podsta­
wą zjawiska zwanego opornością wielolekową (MDR ang. multidrug resistance). 
Pierwotnie zaobserwowano ją w  ssaczych komórkach rakowych opornych na che- 
mioterapeutyki takie jak daunorubicyna czy winkrystyna. Oporność wielolekowa 
stała się siłą napędową badań, prowadzących do poznania pierwszego transpor­
tera ABC u człowieka znanego jako glikoproteina-p (MDR1) [4], Dodatkowo za­
interesowanie tą klasą białek potęgowały doniesienia świadczące, że dysfunkcja 
niektórych transporterów ABC powoduje szereg groźnych schorzeń takich jak 
mukowiscydoza (białko CFTR) [5], adrenoleukodystrofia (białko ABCD1) [6] czy 
wrodzony hiperinsulinizm (białko SUR) [7], Warto zaznaczyć, że wśród białek 
ABC znajdują się również takie, które funkcjonują jako kanały jonowe (CFTR) [5] 
lub białka regulatorowe (RLI) [8], Identyfikacja drożdżowych endogennych trans­
porterów takich jak PDR5 [9], Snq2 [10] czy Yorl [11] oraz poznanie ich właściwo­
ści umożliwiło dokładniejszą analizę zjawiska MDR. Drożdże piekarnicze stały 
się wygodnym  systemem ekspresyjnym pozwalającym na szczegółowe badania 
ssaczych transporterów ABC. Pozwolił on także na identyfikacje nowych genów 
kodujących transportery ABC u innych organizmów, włączając w  to patogenne 
grzyby np. Candida albicans [12], W systemie drożdżow ym  analizowano również 
funkcje szeregu transporterów ABC zidentyfikowanych u roślin. W przeciwień­
stwie do ssaków czy drożdży, badania roślinnych białek ABC nabierają dopiero 
rozpędu. Intrygującym wydaje się fakt, że rośliny są wyjątkowo bogate w geny 
kodujące transportery ABC. Przykładem może być rzodkiewnik pospolity {Ara­
bidopsis thaliana), którego genom zawiera aż 129 takich genów [13]. Liczba ta jest 
znacząco wyższa niż u wspomnianych wyżej organizmów, nie tylko w odniesie­
niu do wielkości genomu, ale również w porównaniu z całkowitą ilością genów 
kodujących białka biorące udział w  procesach transportu. U Arabidopis jest ich 
około 700, jednocześnie wspomniany Caenorhabditis ma ich około 650 a Drosophila 
600. Z tego porównania można więc wyciągnąć wniosek, że Arabidopsis ma pra-
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wie dwa razy tyle transporterów ABC co Caenorhabditis czy 
Drosophila. Badania roślinnych transporterów ABC można 
zasadniczo podzielić na takie, które charakteryzują proces 
transportu, jego mechanizm i specyficzność substratową oraz 
te dotyczące identyfikacji genów i białek oraz sposobów ich 
regulacji. Uzyskane informacje dotyczą roli transporterów 
ABC w sekrecji lub też wewnątrzkomórkowej komparty- 
mentacji toksycznych związków zarówno egzogennych (np. 
herbicydy), jak i endogennych produktów  katabolizmu (np. 
degradacji chlorofilu). Poniższa praca ma na celu zaprezen­
towanie zwięzłej charakterystyki transporterów ABC, ich 
struktury i właściwości enzymatycznych, ze szczególnym 
uwzględnieniem obecnego stanu wiedzy o ich funkcji w ko­
mórkach roślinnych.

BUDOWA ORAZ MECHANIZM TRANSPORTU

Transportery ABC posiadają specyficzną budow ę m o­
dułową, opartą na dwóch typach domen: transbłonowej, 
hydrofobowej (TMD, ang. transmembrane domain), złożonej 
zazwyczaj z sześciu a  helis oraz hydrofilowej, cytosolowej 
(NBD, ang. nucleotide binding domain), zawierającej konser­
w atyw ny rejon biorący udział w wiązaniu ATP, tzw. NBF 
(ang. nucleotide binding fold) (Ryc. 1). Domeny transbłonowe 
determinują specyficzność substratową i odpowiedzialne są 
za transport molekuł poprzez błonę komórkową lub pomię­
dzy jej warstwami [14,15]. Obecny w  obrębie dom eny cyto­
solowej rejon wiążący ATP to jeden z najbardziej charakte­
rystycznych motywów białek ABC. Składa się on z około 200 
am inokwasów i wykazuje blisko 40% identyczności wśród 
wszystkich znanych obecnie transporterów ABC. W obrębie 
NBF wyróżnić można szczególnie zachowawcze sekwencje, 
tzw: Walker A (GX4GK[ST]) i Walker B ([RK]X3GX3L[hydro- 
fobowe]3D) [16] oddzielone około 120 am inokwasam i za­
wierającymi rejon ABC (określany także jako sygnatura), 
mający sekwencję [LIVMFY]S[SG]GX3[RKA][LIVMYA]X[L 
IVFM][AG] [17,18] (Ryc. 1). Warto dodać, że rejon ten jest

Walker A Sygnatura Walker B

| GX4GK(ST) I j (LIVMFY)S(SG)GX3(RKA)(LIVMYA)X(LIVMFXAG) j j (RK)X3GX3L(hydrofobowe)3D]

Rycina 1. Budowa ABC transporterów. A. Schematyczny model transportera 
ABC. Część hydrofobowa, transbłonowa (TMD) utworzona z a  helis (kolor nie­
bieski). Część cytosolowa (NBD) w kolorze czerwonym zawierająca zachowane 
w ewolucji rejony NBF (żółte) wiążące ATP. B. Organizacja rejonu NBF. Układ 
motywów Walker A i B oraz sygnatury.

unikalny dla białek ABC [19], tymczasem motywy Walkera 
są obecne także w innych białkach wiążących nukleotydy, 
takich jak: P-,F- oraz V-ATPazy lub fosfofruktokinaza [16]. 
U bakterii każdą domenę tworzy oddzielny, stosunkowo 
nieduży peptyd [19,20], stąd bakteryjne białka ABC były 
jednym i z pierwszych, których struktury wyższego rzędu 
zostały poznane. W przeciwieństwie do bakteryjnych białek 
ABC ich eukariotyczne odpowiedniki kodowane są zazwy­
czaj jako pojedyncze polipeptydy.

Obecnie znanych jest kilka struktur krystalograficznych 
bakteryjnych rejonów wiążących ATP, np.: HisP [21], MalK 
[22], jak również kompletnych transporterów, takich jak 
MsbA [23,24] i BtuCD [25] z Escherichia coli. Pierwszy jest 
transporterem  lipidu A, jednego ze składników zewnętrznej 
błony bakteryjnej, drugi witaminy B12. Poznanie tych struk­
tur pozwoliło odpowiedzieć na kluczowe pytania dotyczą­
ce zm ian konformacyjnych, jakim ulegają poszczególne 
dom eny białka w procesie transportu oraz ustalić czy poje­
dyncza domena NBD tworzy funkcjonalnie niezależną jed­
nostkę wystarczającą do hydrolizy ATP. Model stworzony 
w oparciu o BtuCD pokazuje, że dwie domeny NBD blisko 
oddziałują ze sobą tworząc miejsce wiążące ATP [25]. Jest 
to zgodne z wcześniejszymi obserwacjami biochemicznymi, 
wskazującymi na kooperatywność NBD [26] oraz z nowy­
mi danym i strukturalnym i uzyskanymi dla kompleksów 
MsbA-ADP [24], Pomimo, że szczegółowe badania kinety­
ki cyklu enzymatycznego nie zostały jeszcze zakończone, 
zgrom adzone dane biochemiczne i krystalograficzne po­
zwalają zaproponować następujący mechanizm transportu: 
(i) wiązanie substratu, (który może mieć naturę hydrofilową 
i pochodzić np. bezpośrednio z cytosolu lub hydrofobową i 
kontaktować się z białkiem ABC na poziomie błony) inicjuje 
zm iany strukturalne transportera umożliwiające przyłącze­
nie ATP i dimeryzacje rejonów NBD; (ii) dimeryzacja, po­
łączona z hydrolizą ATP, powoduje przesunięcie związku 
przez błonę [24]; (iii) uwolnienie ADP i reszty fosforanowej 
pozw ala na powrót białka do stanu wyjściowego (Ryc. 2).

Rycina 2. Proponowany mechanizm funkcjonowania transportera ABC. Schemat 
przedstawia pełny transporter ABC z czterema domenami. A. Substrat (S) po­
chodzący z cytosolu lub błony wiąże się z określonym miejscem domeny trans­
błonowej (TMD). B. Wiązanie ATP (jedna cząsteczka ATP-jedna NBD; rysunek 
pokazuje tylko jedno ATP). C. Przyłączenie i hydroliza ATP pociąga za sobą 
zmiany strukturalne powodujące przemieszczenie substratu poprzez błonę. D. 
Dysocjacja ADP i reszty fosforanowej, uwolnienie substratu - białko powraca do 
stanu wyjściowego. Kolorem niebieskim zaznaczono domeny transbłonowe, ko­
lorem czerwonym domeny cytosolowe.
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KLASYFIKACJA BIAŁEK ABC

Podstawową cechą braną pod uwagę podczas klasyfikacji 
białek ABC jest ich budowa. Białka złożone z dwóch domen 
hydrofobowych i dwóch hydrofilowych określa się mianem 
pełnych transporterów ABC (ang. full size ABC transporters), 
w odróżnieniu od białek posiadających tylko jedną domenę 
TMD i jedną NBD, które określane są jako połowiczne trans­
portery ABC (ang. half size ABC transporters). Dodatkowym  
kryterium podziału na poszczególne typy jest wzajemna 
orientacja dom en względem siebie oraz pewne modyfika­
cje ich struktury (Ryc. 3). Warto podkreślić, że nazewnictwo 
poszczególnych podrodzin wynika często z roli, jaką ziden­
tyfikowane wcześniej białka odgrywają we w spom nianym  
zjawisku oporności wielolekowej lub z efektu fenotypowe- 
go, jaki ich dysfunkcja powoduje. Pierwsza systematyczna 
klasyfikacja roślinnych białek ABC przeprow adzona została 
u Arabidopsis thaliana [13]. Podzielono je na 12 podrodzin, 
wśród których wyróżnić można pełne transportery ABC ta­
kie jak: MDR (homologi ssaczych białek MDR), MRP (białka 
związane z MDR, ang. multidrug resistance associated protei­
ns), PDR (homologi drożdżowych białek PDR ang. pleiotropic 
drug resistance), AOH (homologi ABC1 człowieka) oraz po­
łowiczne transportery ABC nazwane: PMP (białka peroksy- 
somów), WBC (homologi białek ABC u Drosophila, których 
aktywność wpływa na kolor oczu), ATH (homologi ABC2), 
ATM (mitochondrialne białka ABC), TAP (homologi białek 
transportujących, peptydy biorące udział w odpowiedzi 
immunologicznej). Istnieją również transportery ABC po­
zbawione domeny transbłonowej, tj. RLI (homologi inhibi­
tora RNAzy), GCN (homologi białka GCN20 drożdży) oraz 
SMC (ang. structural maintenance of chromosomes). Ich funk-

Rycina 3. Różnorodny układ domen tworzących białka ABC. Domey transbło- 
nowe (TMD) w kolorze niebieskim. Domeny cytosolowe (NBD) kolor czerwony. 
Białka (TMD-NBD)2, (NBD-TMD)2 i TMD(TMD-NBD)2 to przedstawiciele peł­
nych transporterów ABC, podczas gdy (TMD-NBD) i (NBD-TMD) to połowiczne 
transportery ABC. NBD-NBD i NBD to przedstawiciele rozpuszczalnych białek 
ABC. Przedstawiono reprezentanta każdej z grup. Dwie litery poprzedzające na­
zwę odpowiadają kolejno: At — Arabidopsis thaliana, Hs — Homo sapiens, Sc — Sac- 
charomyces cerevisiae, Np -  Nicotiana plumbaginifolia, Dm — Drosophila melanoga- 
ster. Kolorem czarnym zaznaczono dodatkową domenę hydrofobową, kolorem 
zielonym domenę regulatorową charakterystyczne dla białek MRP.

cja najprawdopodobniej nie jest bezpośrednio związana z 
aktywnością transportową. Dodatkową podrodzinę stano­
wią heterogenne białka NAP, wykazujące małą homologię 
względem  siebie, jak i białek ABC z innych organizmów. 
Ukończony niedawno projekt sekwencjonowania genomu 
ryżu pozwolił także sklasyfikować pełne transportery ABC 
u tej rośliny [27],

CHARAKTERYSTYKA NIEKTÓRYCH PODRODZIN

Do najlepiej poznanych roślinnych białek ABC należą 
przede wszystkim pełne transportery. Wiedza ta jest w y­
nikiem szeregu doświadczeń przeprow adzonych na Arabi­
dopsis, która ze względu na poznanie kompletnej sekwencji 
genomu oraz istnienie szeregu linii m utantów  insercyjnych 
jest najpowszechniej stosowanym modelowym organi­
zmem roślinnym. Coraz częściej jednak pojawiają się nowe 
doniesienia dotyczące białek ABC pochodzących z roślin 
uprawnych.

BIAŁKA MDR

Jednym z pierwszych poznanych genów kodujących ro­
ślinne transportery ABC był MDR1 z  Arabidopsis [28]. Obec­
nie u Arabidopsis znane są 22 geny kodujące białka ABC typu 
MDR. Aktywność niektórych z nich, określanych również 
jako białka PGP (ze względu na homologię do glikoprotei- 
ny-p człowieka) jest wiązana z transportem  auksyn [29-32], 
Transgeniczne rośliny Arabidopsis z wyciszonym genem 
MDR1 (znanym również jako A tPGPl 9), m utanty insercyjne 
tego genu oraz innych jego homologów takich jak AtPGPl, 
charakteryzuje karłowatość oraz zaburzona morfologia ko­
rzeni. Na podstawie tych obserwacji wysunięto hipotezę o 
udziale niektórych transporterów typu MDR w dystrybucji 
auksyn. Potwierdzają to badania takich genów jak PGPl, 
PGP19 oraz PGP4 u Arabidopsis [31,33,34]. Białko PGP4 bie­
rze udział w  transporcie auksyn w  wierzchołku wzrostu 
korzenia oraz epidermie korzenia i najprawdopodobniej 
ma wpływ na rozwój korzeni bocznych i włośników. PGPl 
i P G P l9 uczestniczą w zależnym od ATP transporcie kwasu 
indolilo-3-octowego (IAA), zarówno w izolowanych pro ­
toplastach, jak i całych roślinach. Aktywność ta została po­
twierdzona w heterologicznych modelach ekspresji, jakimi 
są drożdże S.cerevisiae oraz ssacze linie komórkowe [31]. Ba­
dania te stanowią cenny wkład w poznanie mechanizmów 
dystrybucji auksyn in planta, uzupełniają bowiem obowią­
zujący wcześniej model transportu horm onów  oparty jedy­
nie na dyfuzji i białkach nośnikowych takich jak PIN [35]. 
Proponowany obecnie, zakłada wzajemne oddziaływania i 
współpracę pomiędzy białkami MDR (PGP) a PIN, celem 
ścisłej kontroli transportu [31]. M utanty kukurydzy (br2) 
czy sorgo (dw3) z nieaktywnymi ortologami AtPGPl, cha­
rakteryzuje podobny karłowaty fenotyp i obniżony trans­
port IAA [36]. Białka MDR zidentyfikowano również w 
ziemniaku [37] i jęczmieniu [38], Warto dodać, że karłowa­
tość pow odow ana mutacją niektórych genów MDR, może 
znaleźć zastosowanie w rolnictwie w upraw ach jęczmienia 
czy kukurydzy. Niższe rośliny mają korzystniejsze właści­
wości mechaniczne niż typ dziki. Na uw agę zasługuje także 
białko CjMDRl, jedyny jak dotąd im porter w podrodzinie 
MDR, biorący udział w akumulacji alkaloidu berberyny w 
kłączach Coptis japonica [39],
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BIAŁKA MRP

Druga pod względem wielkości (15 genów) podrodzina 
ABC u Arabidopsis to białka MRP. Pionierskie badania trans­
portu koniugatów-GS (kompleksów glutationu z takimi 
związkami jak dinitrofenol czy metolachlor) do roślinnych 
wakuol oraz pęcherzyków w akuołarnych wykazały, że pro ­
ces ten zachodzi analogicznie jak w komórkach ssaczych 
[40], Obserwacja ta stanowiła jedną z pierwszych przesła­
nek, przemawiających za udziałem  roślinnych białek MRP 
w transporcie/m agazynow aniu egzo- bądź endogennych 
toksyn w  wakuoli. Zgodnie z panującym obecnie przeko­
naniem, detoksyfikacja z udziałem konjugatów-GS jest pro­
cesem kilku etapowym. Pierwsza jego faza zachodzi przy 
udziale monooksygenaz zależnych od cytochromu P450 i 
polega na modyfikacji potencjalnych substratów. Następnie 
są one łączone z cząsteczkami o charakterze hydrofilowym, 
np. z glutationem czy glukozą. Dopiero w tej formie tok­
syczne substraty są aktywnie transportow ane do wakuoli. 
Warto podkreślić, że transport takich związków jak me­
tolachlor do wakuoli sprawia, iż rośliny stają się bardziej 
oporne na ten herbicyd. Ponadto roślinne białka MRP trans­
portują produkty endogennego metabolizmu, np. związki 
powstające w wyniku degradacji chlorofilu (tetrapirole) czy 
metabolity wtórne (izoflawonoidy) [41,42], W wakuoli gro­
m adzone są również antocyjany, warunkujące m.in. barwę 
kwiatów. Prace nad m utantam i bz2 u kukurydzy (o zmienio­
nej barwie nasion) pokazują, że i w tym  w w ypadku może 
być wykorzystywany transport zachodzący przy udziale 
koniugatów-GS. Ciągle jednak trwają dyskusje dotyczące 
natury oraz obecności tego typu kompleksów in plan ta [2]. 
Jedną z najefektywniej transportowanych biomolekuł (naj­
niższe Km i najwyższe Vmax) jest medikarpina [43], Związek 
ten zaliczany jest do izoflawonoidów. Występuje między 
innymi w lucernie, jako fitoałeksyna odgrywająca istotną 
rolę w reakcjach obronnych rośliny. Badania mechanizmu 
transportu konjugatów-GS prow adzone były u takich ro­
ślin jak jęczmień oraz fasola. Istnieją również doniesienia 
świadczące o istnieniu tego typu transportu u kukurydzy. 
Najlepiej scharakteryzowane molekularnie są białka MRP z 
Arabidopsis. Pięć spośród nich (AtMRPl-5) funkcjonuje jako 
pom py konjugatów-GS. Jak dotąd, tylko w przypadku biał­
ka AtMRP2 jednoznacznie pokazana została lokalizacja ko­
mórkowa. Potwierdzono, iż występuje ono w tonoplaście.

AtM RP3  jest bliskim homologiem drożdżow ego genu 
YCF1. Delecja genu YCF1 u drożdży powoduje ich nad ­
wrażliwość na kadm, gdyż białko YCF1 funkcjonuje jako 
pompa-GS odkładająca kompleksy kadm u w wakuoli. He- 
terologiczna ekspresja AtMRP3  w takich szczepach droż- 
dżow ych przywraca ich odporność na jony metali ciężkich 
[42]. Świadczy to nie tylko o strukturalnym , ale także funk­
cjonalnym podobieństwie obu białek. Znalazło to odzw ier­
ciedlenie w  serii prac poświeconych ich wykorzystaniu w 
procesie fitoremediacji [44], Wakuola roślinna, mogąca nie­
kiedy stanowić aż 90% objętości komórki jest niezwykle po­
jem nym  magazynem. Zwiększenie wydajności odkładania 
kom pleksów np. kadm u w wakuoli, przy udziale tego typu 
transporterów, przyczynia się do wzrostu odporności roślin 
na jony metali ciężkich i jednocześnie pozwala na ich efek­
tyw ne usuw anie z gleby. Białka MRP obecne są nie tylko w 
wakuoli. AtMRP4 jest pierwszym białkiem MRP zlokalizo­

wanym  w błonie komórkowej. Inaktywacja genu AtMRP4 u 
Arabidopsis zaburza prawidłowe funkcjonowanie aparatów 
szparkowych, przyczynia się do większej utraty wody na 
drodze transpiracji, co prowadzi do szybszego więdnięcia. 
Potencjalne substraty dla AtMRP4 nie zostały jak dotąd po­
znane. Wykorzystując metotreksat, tj. związek hamujący 
zarówno otwieranie aparatów szparkowych jak i syntezę 
folianów, wykazano, że efekt jego działania u Arabidopsis 
zależy od obecności AtMRP4. M utanty insercyjne, T-DNA 
genu AtMRP4 Arabidopsis nie są wrażliwe na metotreksat. 
Co więcej, w  heterologicznym układzie drożdżowym , At- 
MRP4 aktywnie transportuje ten związek [45].

Wydaje się, że na prawidłowe funkcjonowanie aparatów 
szparkowych wpływa także aktywność białka AtMRP5. Ba­
dania insercyjnych T-DNA mutantów genu AtMRP5 wyka­
zały, że dysfunkcja AtMRP5 powoduje brak reakcji aparatów 
szparkowych na światło oraz utratę wrażliwości na hormony 
regulujące stopień ich rozwarcia, takie jak kwas abscysyno- 
wy. W konsekwencji mutanty AtMRP5 mają fenotyp odwrot­
ny do obserwowanego dla AtMRP4, są więc bardziej odpor­
ne na wysychanie [46,47]. Interesującym wydaje się fakt, że 
białka z rodziny MRP (AtMRP4, AtMRP5) mogą komplek­
sowo koordynować pracę aparatów szparkowych, chociaż 
szczegóły tego procesu nie są jasne. Mutanty insercyjne T- 
DNA AtMRP4, w odróżnieniu od AtMRP5, reagują na kwas 
abscysynowy, co świadczyć może, iż aktywność tych dwóch 
białek jest regulowana w różny sposób. Udział AtMRP5 w 
prawidłowym funkcjonowaniu aparatów szparkowych jest 
wciąż obiektem intensywnych badań. Nie wiadomo czy ak­
tywność tego enzymu stanowi sygnał w kaskadzie zdarzeń 
zachodzących podczas zamykania/otwierania aparatów 
szparkowych, czy jest ona kluczowym elementem składo­
wym  tego procesu. Obniżona wrażliwość na suszę budzi za­
interesowanie badaczy i rolników. W tym kontekście warto 
dodać, że wiele białek MRP z roślin uprawnych ma wysoki 
stopień homologii i podobną strukturę organizacyjną do zi­
dentyfikowanych u Arabidopsis [27,48],

BIAŁKA PDR

Jak dotąd, przedstawicieli tej podrodziny zidentyfikowano 
tylko u drożdży i roślin. Roślinne białka PDR są jeszcze słabo 
poznane. Jednym z pierwszych było TUR2 z wodnej spiro- 
deli wielokorzeniowej (Spirodela polyrhiza). Ekspresja genu 
TUR2 jest regulowana kompleksowo przez takie czynniki 
środowiskowe jak niska temperatura, zasolenie czy obecność 
kwasu abscysynowego (indukującego tworzenie zimujących 
pąków). Wysunięto hipotezę, że TUR2 uczestniczy w ogólnej 
odpowiedzi rośliny na stres środowiskowy [49].

Innym przedstawicielem podrodziny PDR jest białko 
NpABCl (znane obecnie jako NpPDRl) występujące w bło­
nie komórkowej tytoniu Nicotiana plumbaginifolia [50], Stwier­
dzono, iż jego synteza może być indukowana sklareolem, ter- 
penoidem pełniącym funkcje obronne (antygrzybicze i anty- 
bakteryjne) [51]. Analiza immunologiczna wskazuje na loka­
lizację NpABCl w epidermie liści i jej wytworach. Wykazano 
również, że NpABCl bierze udział w  transporcie analogów 
sklareolu. Wraz z akumulacją tego białka we frakcjach bło­
ny komórkowej, maleje wewnątrzkomórkowe stężenie zna­
kowanego terpenoidu (sklareolidu). Można więc sądzić, że
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NpABCl uczestniczy w jego sekrecji na zewnątrz komórek. 
Uzyskane wyniki wskazują na istotne znaczenie NpABCl w 
reakcjach obronnych tytoniu, powiązanych z wydzielaniem 
terpenoidów na powierzchnię liści. Przypuszczenie to w yda­
ją się potwierdzać eksperymenty, podczas których synteza 
NpABCl indukowana była przez patogeny (np. Pseudomo- 
nas) [52], Ponadto rośliny, z wyciszonym genem NpABCl są 
bardziej podatne na zakażenia patogennymi grzybami takimi 
jak Botrytis cinerea. Dodatkowo zaobserwowano, że ekspresja 
NpABCl jest indukowana przez kwas jasmonowy, który jest 
aktywatorem wielu genów zaangażowanych w  odpowiedź 
roślin na różne czynniki stresowe [52,53]. Warto podkreślić, 
że białko NpABCl jest także obecne w innych organach, np. 
w korzeniu czy kwiecie. Poziom białka NpABCl w korzeniu 
nie zależy od obecności mikroorganizmów, jednak organ ten 
charakteryzuje pewien stały poziom metabolitów wtórnych 
(np. terpenów) pełniących rolę antybakteryjną [54], Funkcja, 
jaką może pełnić NpABCl w kwiecie nie jest znana, choć wie­
le związków zapachowych to również terpenoidy [55]. Nie­
wykluczona jest również różna specyficzność substratowa 
NpABCl stwierdzona u innych przedstawicieli białek PDR 
[56], NpABCl jest bliskim homologiem TUR2 (69% zgodno­
ści aminokwasowej). Transkrypcja genu TUR2 jest również 
indukowana sklareolem, a jego heterologiczna ekspresja 
podnosi odporność Ambidopsis na toksyczne stężenia sklare- 
olu [57],

Homologii NpABCl obecne są także u barwinka różycz­
kowego (Catharanłhus roseus) [58], tytoniu szlachetnego (M- 
cotiana tabacum) [59] Arabidopsis [60] i ryżu [61]. Na poziom 
ekspresji tych genów mają wpływ takie czynniki jak: elicyto- 
ry bakteryjne i grzybowe, kwas jasmonowy, kwas salicylowy 
i jasmonian metylu. Dodatkowo ekspresja OsPDR9 z ryżu in­
dukowana jest obecnością jonów metali ciężkich. Uzyskane 
wyniki pozwalają wysunąć hipotezę, że przynajmniej część 
roślinnych białek typu PDR bierze udział w szeroko rozu­
mianych mechanizmach obronnych. Aktywność tych białek, 
jak pokazuje przykład NpABCl, może przyczyniać się do 
sekrecji metabolitów wtórnych. Interesujący jest fakt, że he­
terologiczna ekspresja drożdżowych białek PDR w roślinie, 
wykazała ich aktywny udział w transporcie roślinnych me­
tabolitów wtórnych. Nadekspresja drożdżowego genu PDR5 
z Saccharomyces cereinsiae w  tytoniu powodowała obniżenie 
toksyczności nikotyny, która była wydzielana na zewnątrz 
komórek roślinnych. Jest to kolejny argument przemawia­
jący za dużą elastycznością substratową przynajmniej części 
białek PDR. Poznanie roli białek typu PDR w mechanizmach 
obronnych opartych na sekrecji, pozwala nie tylko zrozumieć 
to zjawisko, ale i wykorzystać zdobytą wiedzę do ulepszania 
systemów stosowanych do produkcji metabolitów wtórnych. 
Niska wydajność produkcji tych związków, wynika często 
z ich naturalnej toksyczności względem wytwarzających je 
komórek. Istotnym problemem jest więc optymalizacja dys­
trybucji produktu końcowego w określonych organelach, jak 
np. wakuola czy jego sekrecja na zewnątrz komórki.

POŁOWICZNE TRANSPORTERY ABC

Genom Arabidopsis koduje prawie taką samą liczbę poło­
wicznych (51) jak pełnych (52) transporterów ABC. Niestety 
nasza wiedza na temat tych pierwszych jest dużo mniejsza 
i tylko kilka kodujących je genów zostało dotychczas bliżej

scharakteryzowanych. Warto wspomnieć tutaj AtPMP2, któ­
rego aktywność transportowa w pływa na proces |3 oksydacji 
w  peroksysomach. Badania mutantów A tPMP2, u  A rabidopsis 
ujawniły zaburzenia importu kwasów indolo-3-masłowego i 
2,4 dichlorofenoksymasłowego do peroksysomów, co w kon­
sekwencji prowadzi do zaburzeń w syntezie hormonów ta­
kich jak auksyny czy kwas dichlorofenoksyoctowy [62],

Kolejnym połowicznym transporterem, u Arabidopsis jest 
AtATM3, mitochondrialne białko będące ortologiem ATM1 
z drożdży S. cereuisiae. Aktywność AtATM3 warunkuje naj­
prawdopodobniej prawidłową syntezę cytosolowych białek 
posiadających kompleksy żelazowo-siarkowe. Jak pokazują 
badania drożdżowego ATM1, centra Fe-S są eksportowane z 
mitochondriów do cytosolu by stać się częścią składową sze­
regu białek. Mutacja genu ATM1 uniemożliwia ten proces i 
zaburza gospodarkę żelazowo-siarkową. Heterologiczna eks­
presja AtATM3 w mutantach drożdżowych komplementuje 
ten defekt, co świadczyć może o funkcjonalnym podobień­
stwie obu białek [63], Połowiczne białka ABC zidentyfikowa­
no również u innych roślin. Przykładem może być NtWBCl 
z tytoniu Nicotiana tabacum. Gen NtWBCl ulega ekspresji w 
słupku kwiatowym. Nie jest jednak znana rola, jaką może on 
pełnić np. w  procesie rozmnażania rośliny [64].

BIAŁKA ABC POZBAWIONE 
DOMENY TRANSBŁONOWEJ

Kolejną interesującą grupę stanowią pozbawione dom e­
ny transbłonowej, tzw. rozpuszczalne białka ABC. Genom 
Arabidopsis posiada 26 kodujących je genów. Ich przedsta­
wicielem jest między innymi A tN A Pl. Białka NAP są po­
zostałością po prokariotycznych transporterach ABC, a do ­
kładniej po podjednostkach wiążących ATP. Są małe (około 
290 aminokwasów) i zazwyczaj stanowią część większych 
kompleksów białkowych. A tN A Pl jest zlokalizowany w 
wewnętrznej błonie osłonki chloroplastu, gdzie najpraw ­
dopodobniej wchodzi w skład kompleksu transportującego 
protoporfirynę IX do stromy chloroplastów [2],

PODSUMOWANIE

Z przedstawionych informacji wynika, iż badania roślin­
nych transporterów ABC znajdują się dopiero w stadium 
początkowym. Szacuje się, że nasza wiedza dotyczy mniej 
niż 10% całkowitej liczby tych białek. Dotychczasowe prace 
koncentrowały się głównie na roślinie modelowej, jaką jest 
Arabidopsis. To właśnie białka ABC Arabidopsis, jako pierwsze 
doczekały się systematycznej klasyfikacji [13]. Poza głębo­
kim aspektem poznawczym, prowadzone badania ujawniają 
liczne możliwości praktycznego wykorzystania uzyskanych 
wyników. Warto tu raz jeszcze przypomnieć karłowaty fe­
notyp mutantów AtPGPl, zdolność AtMRP3 do odkładania 
jonów metali ciężkich w wakuoli (fitoremediacja) oraz obni­
żoną wrażliwość na suszę, będącą konsekwencją dysfunkqi 
białka AtMRP5. Obecnie, coraz częściej obiektem badań stają 
się rośliny uprawne takie jak tytoń, ryż, jęczmień, kukurydza. 
Występują u nich nie tylko homologi białek Arabidopsis, któ­
rych inaktywacja pociąga za sobą opisane wcześniej zmiany 
fenotypowe (np. br2 u kukurydzy), ale także nowe, gatun­
kowo specyficzne transportery, np. metabolitów wtórnych 
(NpABCl), które odgrywają ważną rolę w  interakcjach roślin
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ze środowiskiem. Ze względu na swoje unikalne właściwości, 
metabolity wtórne są obiektem zainteresowania wielu labo­
ratoriów farmakologicznych, medycznych i biotechnologicz­
nych. Alkaloidy są stosowane jako cytostatyki, flawonoidy 
jako antyoksydanty, antocyjany to znane roślinne pigmenty 
a terpenoidy to substancje zapachowe. W wysokim stężeniu 
związki te są toksyczne również dla produkujących je roślin. 
Ich usuwanie z komórki wymaga istnienia sprawnie działa­
jących mechanizmów transportu i neutralizaqi. Transportery 
ABC mogą więc łatwo znaleźć praktyczne zastosowanie także 
i w  procesie wytwarzania produktów naturalnych. Sprawia 
to, iż roślinne transportery ABC stają się tak samo interesują­
cymi obiektami badań jak ich homologi obecne u ssaków czy 
drożdży.
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ABSTRACT
ATP binding cassette (ABC) transporters, which are found in all species, are known mainly for their ability to confer drug resistance. They 
have been thoroughly studied in mammals, where they became the center of interest for clinical reasons related to the resistance of tumor cells 
to chemotherapy treatment. Less is known about plant members of the ABC family, however, growing number of reports on their role in dif­
ferent physiological processes attract attention. The vacuolar ABC transporters in plants characterized to date are involved in the intracellular 
sequestration of cytotoxins (e.g. herbicides), as w ell as the products of endogenous metabolism like chlorophyll catabolites. Others localized 
w ithin plasma membrane are active in the transport of secondary metabolites or phytohormones. Finally certain transporters are present in 
cell organelles and play a role in such processes as p oxidation. Here, we briefly introduce these proteins, and describe structural characteristic 
and physiological aspect of their activity in a plant cell.
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Wielofunkcyjne białka 14-3-3 komórki roślinnej

STRESZCZENIE

Białka 14-3-3 należą do zachowawczej rodziny białek, występującej w  każdym organizmie 
eukariotycznym, tj. zarówno w grzybach, roślinach jak i u zwierząt. Regulują one wiele  

procesów zachodzących w komórce rozpoznając zachowane w  ewolucji, w  większości ufosfo- 
rylowane motywy białka-partnera. W pływ białek 14-3-3 na inne białka może dotyczyć zmiany 
ich aktywności katalitycznej, lokalizacji komórkowej, stabilności oraz zmian w  oddziaływa­
niu białek-partnerów z innymi białkami. Natywne białka 14-3-3 są homo- lub heterodimerami. 
Za specyficzność oddziaływania poszczególnych izoform tych białek oraz za ich zróżnicowaną 
lokalizację komórkową jest odpowiedzialny najbardziej zmienny strukturalnie N- i C-koniec 
cząsteczek. W komórce roślinnej białka 14-3-3 zaangażowane są między innymi w regulację 
aktywności kluczowych enzymów metabolizmu azotu i węgla, a także kanałów i pomp jono­
wych; uczestniczą również w przekazywaniu sygnału oraz w  procesie ekspresji genów.

WPROWADZENIE

Białka 14-3-3 odkrył po raz pierwszy w komórkach mózgu wołu Moore i Pe- 
rez [1] w  latach siedemdziesiątych ubiegłego wieku. Trzycyfrowa nazwa białek 
powstała na podstawie oznaczeń ich zawartości w  kolejnych frakcjach, podczas 
oczyszczania chromatograficznego oraz na podstawie migracji w żelu agarozo- 
wym. Oznaczenie to, pomimo iż nie przekazuje żadnych informacji o ich budo­
wie czy funkcji utrwaliło się, chociaż stwarza problemy z nazewnictwem izoform 
tych białek. Białka 14-3-3 scharakteryzowano jako kwaśne, rozpuszczalne białka o 
masie cząsteczkowej od 25 do 32 kDa. Wiadomo już, że są one obecne w każdym 
przedziale komórki eukariotycznej oraz, że pełnią zróżnicowane funkcje.

Najwięcej danych dotyczących udziału tych białek w procesach komórko­
wych zebrano dla organizmów zwierzęcych. Pierwszą opisaną funkcją białek 
14-3-3 był ich udział w aktywowaniu hydroksylaz tryptofanu i tyrozyny [2]. 
Białka 14-3-3 zwierząt biorą udział między innymi w transporcie między jądrem 
a cytoplazmą, w regulacji cyklu komórkowego, w  przekazywaniu sygnału, w 
procesach transkrypcji i replikacji [3,4] oraz w apoptozie [5,6]. Stwierdzono rów ­
nież, że białka te wiążą się ze strukturą krzyżową DNA [7], Białka 14-3-3 zloka­
lizowano w jądrze [8], w cytoplazmie komórki [9,10] w chloroplastach [11], a 
także w mitochondriach [12].

W roślinach białka 14-3-3 mają w pływ  na przebieg podstawowych procesów 
asymilacji azotu i węgla; odgrywają też pomocniczą rolę w regulacji syntezy 
skrobi, produkcji ATP, detoksyfikacji nadtlenku w odoru oraz, oddziałując z 
białkami sygnałowymi, w modulacji przebiegu kilku innych procesów bioche­
micznych. Sądzi się, że procesy kiełkowania nasion i rozwoju rośliny znajdują 
się pod kontrolą czynników oddziałujących z białkami 14-3-3 oraz, że oddzia­
ływania te wpływają zasadniczo na aktywność badanych czynników [13]. W 
cytoplazmie komórki roślinnej, białka 14-3-3 tworzą kompleksy z białkami kie­
rowanym i do chloroplastów i uczestniczą w ich imporcie. Dotyczy to również 
m itochondriów zarówno roślinnych jak i zwierzęcych. Zidentyfikowano już kil­
ka białek 14-3-3 w ew nątrz chloroplastów, które praw dopodobnie są zaangażo­
wane w  w budow yw anie białek do tylakoidów [13], Wyniki uzyskane z badań 
roślin transgenicznych sugerują, że rodzina tych białek odgryw a istotną rolę w 
kontroli procesu starzenia się rośliny jak również w metabolizmie węglow oda­
nów  [14] tłuszczy [15] i aminokwasów [16] oraz w  regulacji cyklu Krebsa [17]. 
Cząsteczki białek 14-3-3 są też ważnym i regulatorami białek zlokalizowanych 
w błonie. W sposób pośredni lub bezpośredni m odulują pracę wielu kanałów i 
pom p jonowych [18]. Obecność dużej i zróżnicowanej rodziny białek 14-3-3 w y­
daje się być niezbędna dla prawidłowego funkcjonowania roślin w  warunkach 
złożonych zmian środowiskowych i rozwojowych organizmu [13]. Istotną cechą 
białek 14-3-3 wykazujących tak szerokie spektrum  aktywności jest ich oddziały­
wanie z innymi białkami.
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STRUKTURA BIAŁEK 14-3-3

Poznanie struktury krystalicznej kilku kompleksów 
zwierzęcych białek 14-3-3 z białkami-partnerami [19,20] 
oraz struktury krystalicznej roślinnego białka 14-3-3 [21] 
pozwoliło ustalić, które motywy sekwencji oraz, które ami­
nokwasy odgrywają podstaw ow ą rolę w cząsteczce oraz w 
oddziaływaniu z białkiem-partnerem. Obecnie przyjmuje 
się, że wszystkie białka 14-3-3 wykazują podobną struktu­
rę trzeciorzędową. Ustalenie, że sekwencje izoform białek 
zwierzęcych wykazują wysoką homologię z sekwencjami 
izoform roślinnych wskazuje na zachowawczość struktur 
białek 14-3-3 wśród eukariotów.

Białka 14-3-3 występują w postaci homo- lub heterodime- 
rów. Każdy monomer składa się z 9 a-helis ułożonych w 
przeciwnych kierunkach i tworzących dwie domeny; do­
menę N-końcową (cztery helisy) oraz domenę C-końcową 
(pięć helis). Każda helisa oddzielona jest krótką pętlą. W 
procesie dimeryzacji dochodzi do wzajemnego oddziaływa­
nia domen N-końcowych dwóch monomerów ułożonych 
względem siebie w  przeciwnych kierunkach, co wytwarza 
dw a rejony kontaktu. Proces ten umożliwia oddziaływa­
nie dwóch helis (pierwszej i drugiej) jednego monomeru z 
dwom a helisami (trzecią i czwartą) łańcucha przeciwnego 
monomeru białka 14-3-3 [22], Jak wynika z analizy jednej z 
izoform białka 14-3-3 ssaków, eliminacja pierwszych trzech 
helis monomeru uniemożliwia powstawanie dim eru z part­
nerem o pełnej długości, gdyż w procesie dimeryzacji nie­
zbędna jest obecność dwóch rejonów kontaktu [23], Reszty 
aminokwasowe zaangażowane w ten proces są w  większo­
ści hydrofobowe i silnie zachowawcze wśród wszystkich 
izoform białek 14-3-3. Delecja lub substytucja reszt amino- 
kwasowych zlokalizowanych w N-końcowej części białka, 
które są krytyczne w procesie dimeryzacji prowadzi do jej 
całkowitego zahamowania, powodując powstawanie mo­
nomeru.

Forma dimeryczna białka 14-3-3 ma kształt siodła, które­
go wklęsły, wewnętrzny kanał zawiera zachowawcze reszty 
aminokwasowe i zdolny jest do wiązania białek-partnerów, 
podczas gdy reszty niezachowawcze ulokowane są na ze­
wnętrznej powierzchni białka. Każdy z monomerów dimeru 
tworzy taki centralny kanał, a jego rozmiar i kształt pozwala 
pomieścić ufosforylowaną cząsteczkę białka-partnera wcho­
dzącą w oddziaływanie z białkiem 14-3-3 [24,25]. Oba mo­
nomery dimeru mogą przyłączać dwa różne białka lub dwie 
różne domeny tego samego białka. Sprzyja to oddziaływaniu 
z białkiem-partnerem dzięki modyfikacji jego struktury [26] 
lub w wyniku utworzenia przez białka 14-3-3 „rusztowania" 
dla oddziałujących ze sobą białek-partnerów.

Domena C-końcowa białek 14-3-3 jest zaangażowana w 
oddziaływanie z komponentami komórkowymi [27,28], Jej 
długość jest zróżnicowana. Na przykład zwierzęce izofor- 
my, w przeciwieństwie do izoform drożdżowych lub ro­
ślinnych posiadają krótszy C-koniec [29], Elastyczny rejon 
C-końcowy cząsteczki białka, stanowi tzw ruchliwą „cza­
peczkę, która reguluje dostęp do centralnego rowka dimeru 
białka 14-3-3. Sugeruje się [27], że w nieobecności ufosfo- 
rylowanych białek-partnerów, domena C-końcowa białek 
14-3-3 może służyć jako inhibitor oddziaływania z przypad ­

kowym białkiem lub współzawodniczyć o miejsce wiązania 
w obecności nieufosforylowanych białek-partnerów. Chro­
niłoby to cząsteczkę białka 14-3-3 przed niepożądanym i od ­
działywaniami.

W roślinach potwierdzono dotychczas tylko jeden przy­
padek, w którym domena C-końcowa uczestniczyła w  pro ­
cesie dimeryzacji cząsteczki białka [23]. Badania prow adzo­
ne z izoformą białka GF14 rzodkiewnika (Arabidopsis thalia­
na) ujawniły, że do prawidłowej dimeryzacji niezbędna jest 
piąta helisa. W skazywałoby to, iż niektóre sekwencje na C- 
końcu cząsteczki mogą odgrywać bezpośrednią rolę w  tym 
procesie. Okazało się również, że zahamowanie procesu 
dimeryzacji białka GF14 może nastąpić tylko w przypadku 
oddziaływania domeny C-końcowej z jonami Ca2+.

Jak wynika z badań biochemicznych, białka 14-3-3 wiążą 
jony metali dwuwartościowych (Me2+) w miejscu łączącym 
dwie ostatnie helisy, czyli w  rejonie pętli pomiędzy helisą 
nr 8 i 9. Wiązanie się dwuwartościowych kationów metali 
może zmieniać pozycję rejonu C-końcowego białka [30], a 
nawet wpływ a na strukturę i funkcję C-końcowej dom eny 
cząsteczki białka [31]. Domena wiążąca jony metali jest ty­
powa dla wszystkich białek 14-3-3 roślin. Stanowi również 
element rozróżniający roślinne izoformy białek 14-3-3 od 
zwierzęcych oraz roślinne między sobą. Ostatnie dane [32] 
sugerują, że również poliaminy, a szczególnie sperm idyna3+ 
i sperm ina4+, „naśladują" działanie dwuwartościowych ka­
tionów metali gdyż w ich obecności białka 14-3-3 hamują na 
przykład reduktazę azotanową (NR). W skazywałoby to, że 
poliaminy wiążą się do tego samego miejsca cząsteczki biał­
ka 14-3-3 co Me2+ i sugeruje, że białka 14-3-3 mają miejsce 
wiążące polikationy [32],

Homo- i heterodimery białek 14-3-3 mogą spełniać różne 
funkcje. Sugeruje się [33], że hom odim ery poszczególnych 
izoform spełniają rolę chaperonów wobec wiązanych białek, 
podczas gdy heterodimery z większym praw dopodobień­
stwem działają jako białka adaptorowe, modulując oddzia ­
ływanie dwóch różnych białek. Każde z tych białek asocjuje 
specyficznie z jednym izomerem heterodimeru. Wiązanie 
się białek z izoformami 14-3-3 prow adzi do ich aktywacji, 
stabilizacji lub inaktywacji; dla wielu z nich izoformy białka 
14-3-3 odgrywają rolę organizacyjną, działając jako „ruszto­
wanie" (Tabela 1).

IZOFORMY BIAŁEK 14-3-3.

Różnorodność izoform białek 14-3-3 i pełnionych przez 
nie funkcji w  obrębie jednego organizmu, sprzężona jest z 
ogromną ich liczbą, co wym aga stosowania skom plikowa­
nego nazewnictwa tych białek. W przypadku izoform bia­
łek 14-3-3 każde z nich oznaczone jest dodatkowo grecką 
literą. Rozróżnienie między białkami zwierzęcymi i roślin­
nymi polega na zastosowaniu liter od początku alfabetu dla 
izoform zwierzęcych, natomiast dla izoform roślinnych od 
jego końca.

Porów nania filogenetyczne oparte na sekwencji amino- 
kwasowej rodziny białek 14-3-3 wykazały, że w ewolucji 
miało miejsce oddzielenie izoform roślinnych od zw ierzę­
cych. Po zestawieniu 82 sekwencji genów izoform, w yod ­

304 ww w .postepybiochem ii.plhttp://rcin.org.pl

http://www.postepybiochemii.pl


Tabela 1. Podobieństwa i różnice w strukturze zwierzęcych i roślinnych białek 14-3-3.

I N iektóre cechy białek 14-3-3 Zwierzęta Rośliny

rejon odpow iedzialny za dimeryzację trzy pierw sze helisy N-końca czw arta helisa N-końca

miejsce w iązania z białkiem -partnerem helisa 7 i 8 helisa 7 i 8

m otyw  podobny do dłoni — EF nie w ystępuje występuje na C-końcowej dom enie

w iązanie m etali Me2+ nie w ystępuje występuje

O ddziaływ anie z Ca2+ nie w ystępuje występuje

rębniono dw ie grupy ewolucyjne: epsilonow ą i nieepsilo- 
nową. Taki podział ma zastosowanie zarów no dla roślin 
jak i zw ierząt, co wskazuje, że dywergencja genów białek 
14-3-3 jest procesem wczesnym  ewolucyjnie. Obie grupy: 
epsilonow ą i nieepsilonowa dzielą się na podgrupy  odpo ­
wiadające kolejnym w yodrębnionym  izoformom. Sugeruje 
się w ystępow anie co najmniej 5 różnych podgrup  genów: 
cztery z nich są praw dopodobnie wynikiem  wczesnej d u ­
plikacji genów  i zróżnicowania funkcjonalnego, natom iast 
g rupa 5 koduje białka występujące w roślinach jednoli- 
ściennych [34],

Geny grupy nieepsilonowej wykazują bardzo zacho­
wawczą budowę; zbudow ane są z 4 egzonów i 3 intronów. 
Kodowane przez te geny białka zawierają m otyw sekwencji 
podobny do dłoni (ang. EF-hand like), który jest odpow ie­
dzialny za wiązanie jonów Ca2+. Geny należące do drugiej 
grupy — epsilonowej — wykazują odm ienną od grupy 
nieepsilonowej kolejność połączenia egzon-intron oraz za­
wierają 2 dodatkowe introny na 5'końcu. Okazuje się, że 
różne dom eny białka 14-3-3 mogą być kodow ane przez róż­
ne egzony, a także, że najbardziej zróżnicowany rejon czą­
steczki białka (C-końcowy) jest kodowany przez oddzielny 
egzon [35]. W głównej linii drzewa filogenetycznego białek 
14-3-3 roślin można wyodrębnić izoformy specyficzne dla 
poszczególnych rodzin lub gatunków. Są one wynikiem 
duplikacji genów, która nastąpiła po utw orzeniu się izo- 
form dla rodzin i gatunków. Trzy dodatkowe, wczesne d u ­
plikacje genów, spowodowały powstanie trzech subgrup 
oznaczonych jako co, k ,  ip [34]. Białka 14-3-3 izolowano z 
wielu gatunków  roślin takich jak: rzodkiewnik, kukurydza, 
jęczmień, tytoń, ziemniak i pomidor. Zsekwencjonowanie 
genom u rzodkiewnika dostarczyło wielu cennych danych
0 ilości i różnorodności członków rodziny białek 14-3-3. Zi­
dentyfikowano co najmniej 15 dom niem anych genów białek
1 potwierdzono, że 12 z nich ulega ekspresji [36-38], Dziesięć 
z nich -co, cp, y, ip, u , v, p, A, k , i £- zostało poznanych jako 
EST. Trzy następne -o, p, i n- zidentyfikowano na podstawie 
dużej homologii tych izoform ze znanym i sekwencjami bia­
łek 14-3-3 rzodkiewnika. Okazało się również, że około 20 % 
proteom u tej rośliny stanowią białka będące potencjalnymi 
partneram i dla białek 14-3-3 [35]. Dane te wyjaśniają dużą 
liczebność ich izoform.

Duża zachowawczość sekwencji aminokwasowej białek 
14-3-3 w obrębie rejonów odpowiadających za wiązanie bia- 
łek-partnerów , może sugerować niewielką specyficzność 
izoform białek 14-3-3. Uważa się [20], że wiele obserwowa­
nych specyficznych funkcji poszczególnych izoform wynika 
raczej z lokalizacji subkomórkowej i regulacji na poziomie 
transkrypcji, niż z zakodowanych w  genach różnic, które 
wpływ ałyby na zdolność wiązania poszczególnych bia- 
łek-partnerów . Czynnikiem, który w istotny sposób może

regulować specyficzność oddziaływania poszczególnych 
izoform białek 14-3-3 z białkam i-partneram i może być re­
gulacja ekspresji ich genów będąca wynikiem specyficznej 
budowy promotora. W ykazano między innymi, że promo- 
tory białek 14-3-3 ziemniaka różnią się między sobą rejona­
mi sekwencji odmiennie reagującymi na czynniki środowi­
skowe [39,40],

Z kolei wzrost ilości izoform białek 14-3-3 obserwowany 
w  Arabidopsis thaliana może być jak się sugeruje, wynikiem 
alternatywnego splicingu RNA lub modyfikacji potransla- 
cyjnych białek 14-3-3, podobnych do tych, jakie występują 
w  białkach jęczmienia [41]. Prace prowadzone na zarodkach 
jęczmienia wykazały, że izoformy białek 14-3-3 we frakcjach 
cytosolowych i mikrosomalnych komórki, podlegają prote­
olitycznemu cięciu w  niezachowawczej pętli C-końcowej. 
Dotychczas jednak nie zbadano biochemicznego efektu tego 
procesu. Sugeruje się, że odcinanie C-końcowego rejonu 
izoform białek 14-3-3 może być charakterystyczne dla roślin 
i drożdży [29], Zmiany potranslacyjne mogą być również 
spow odow ane fosforylacją białka 14-3-3 lub wiązaniem się 
jonów Me2+.

Analiza pełnej długości izoform białek 14-3-3 wykazała 
około 42% identyczność sekwencji aminokwasowej, przy 
czym centralny rejon cząsteczek białka, odpow iedzialny 
za wiązanie białek-partnerów , w ykazyw ał 98% homologii. 
Ponieważ 58% sekwencji aminokwasowej dotyczy zm ien­
nego rejonu, jest on zatem  potencjalnie odpow iedzialny za 
funkcjonalną specyficzność białek. Am inokwasy w ystępu ­
jące w tym rejonie podzielono na trzy kategorie: stabilizu­
jące, dimeryzujące oraz aktywujące, to jest oddziałujące 
z białkowymi partneram i lub ulegające ufosforylowaniu 
[42].

W badaniach przeprow adzonych zarówno in vivo jak i 
in vitro, wykazano pewne preferencje w wiązaniu białek- 
partnerów przez poszczególne izoformy oraz w  regulacji 
podstawowych dla komórki roślinnej enzymów takich jak: 
reduktaza azotanowa (NR) [43], białko H +-ATPaza błony 
komórkowej [44], syntaza fosfosacharozy (SPS) [28], a tak­
że kanału SV [45]. Wskazuje to, że różne izoformy białek 
14-3-3 mogą zawierać unikalne strukturalnie rejony, takie 
jak — silnie zróżnicowane końce czy mniej zachowawcze 
struktury pętli. Przyczynia się to do specyficzności wiązania 
białko 14-3-3/białko-partner [31].

Uważa się, że większość oddziaływań specyficznych 
pomiędzy białkami 14-3-3 a ich ufosforylowanymi partne­
rami może wynikać z przestrzennych i czasowych różnic 
w lokalizacji izoform. Dodatkowo rozmieszczenie izoform 
białek 14-3-3 może być m odulowane przez rozmieszczenie 
białek-partnerów [46],
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Z kolei testy komplementacji wykonane z niektórymi 
zwierzęcymi oraz roślinnymi izoformami białek 14-3-3 w 
heterologicznym układzie drożdżow ym  wykazały, że bada­
ne izoformy zachowują swoją funkcję [47,48]. Sugeruje to, iż 
ewolucyjnie odrębne izoformy białek 14-3-3 mogą spełniać 
w  różnych organizmach tą samą rolę. Potwierdza to rów ­
nież ich ograniczoną specyficzność substratową.

Ostatnio [49] wykazano wyraźną współzależność po­
między poziomem białek 14-3-3 i aktywnością oddziału­
jących z nimi enzymów oraz zawartością metabolitów w 
roślinie. Zaobserwowano znaczący wzrost aktywności NR, 
SPS oraz SSIII w  odpowiedzi na obniżenie syntezy białek 
14-3-3. Sugeruje się, że pracę tych enzymów kontroluje ra­
czej całkowita zawartość białek 14-3-3 w roślinie, niż ilość 
indywidualnych izoform tych białek. Okazało się przy tym, 
że funkcje poszczególnych izoform mogą być zastępowane 
przez inne izoformy białek 14-3-3 oraz, że ich promotory 
precyzyjnie regulują przestrzenne i czasowe zróżnicowanie 
ekspresji genów białek 14-3-3.

REGULACJA AKTYWNOŚCI BIOLOGICZNEJ 
BIAŁEK-PARTNERÓW WYNIKAJĄCA Z 
ODDZIAŁYWANIA Z BIAŁKAMI 14-3-3

Wiele z białek wiążących się z białkami 14-3-3 zawiera 
jeden lub dw a motywy konsensusowe R(S/Ar)(+)pSXP i 
RX(Ar)(+)pSXP [50], gdzie pS — oznacza fosfoserynę, Ar
— resztę aromatyczną — szczególnie Y lub F, natomiast (+)
— oznacza zasadowy aminokwas. Reszta X występująca po 
fosfoserynie to zwykle E, L, A lub M. Dotychczas zidenty­
fikowano ponad 100 białek potencjalnych partnerów dla 
rodziny białek 14-3-3 [43]. U większości z nich, w motywie 
wiążącym występuje fosfoseryna lub fosfotreonina. Oprócz 
wyżej wymienionych m otywów występują też inne m oty­
wy, na przykład RSXpS i RX1_2pSX2_3pS oraz takie motywy, 
które nie wymagają fosforylacji, aby związać się z białkami 
14-3-3 [22]. Białka-partnerzy nie posiadający ufosforylowa- 
nych reszt pS lub pT, wyposażone są w  reszty o charakte­
rze kwasowym, które „naśladują" ujemny ładunek jonów 
fosforanowych. Oddziaływania między białkami 14-3-3 a

białkami-partnerami regulowane są przez kinazy i fosfata­
zy, które fosforylują lub defosforylują serynę lub treoninę 
(Tabela 2).

Białko-partner zawiera zwykle kilka miejsc wiążących 
białka 14-3-3. Komplikuje to poznanie struktury kompleksu 
białko 14-3-3/białko-partner tym bardziej, że zarówno wią­
zanie jak i regulacja mogą stanowić dw a oddzielne zdarze­
nia. Na podstawie wyników badań biochemicznych połą­
czeń białko 14-3-3/ białko-partner ustalono pięć głównych 
sposobów (mechanizmów) regulacji białek-partnerów.

• Białka 14-3-3 mogą wywierać efekt stabilizujący lub 
osłaniający związane białko-partner chroniąc je przed 
dostępem proteaz i fosfataz. Przykładowo w roślinach, 
oddziaływanie z białkiem 14-3-3 umożliwia reduktazie 
azotanowej (NR) ochronę przed degradacją proteoli­
tyczną [53,54] lub ochronę przed defosforylacją miejsca 
wiążącego białka 14-3-3 w  cząsteczce tego enzymu [55]. 
W przypadku błonowego białka H +-ATPazy, u tw orze­
nie kompleksu białko 14-3-3/enzym  chroni ten ostatni 
przed proteolizą.

Sugeruje się [35,53], że białka 14-3-3 m uszą najpierw od- 
dysocjować od kompleksu, aby białko-partner mogło być 
dostępne dla proteaz lub dla fosfataz. Efektem proteolizy 
nie jest degradacja, ale raczej proste odcięcie tej części biał­
ka, która zawiera sekwencję wiążącą je z białkami 14-3-3. 
Ochrona przed proteolizą może zapewniać zarówno akty­
wację jak i deaktywację białka-partnera.

• Białka 14-3-3 mogą modyfikować podział białek-part­
nerów na jądrowe i cytoplazmatyczne [56],Białka 14- 
3-3 ingerując w sekwencję lokalizacji białka-partnera 
powodują wzrost jego eksportu z jądra lub zaham o­
wanie jądrowego importu. Podstawy molekularne tych 
zjawisk nie są znane, chociaż istnieją hipotezy wyjaś­
niające obydwa procesy. Pierwsza z nich zakłada, że 
sygnał eksportu z jądra występuje w  cząsteczce białka 
14-3-3 i orientuje wiążące się z nim  białko-partner na 
zewnątrz jądra [19]. Druga hipoteza zakłada, że wiąza­
nie się białka 14-3-3 z białkiem -partnerem  posiadają-

Tabela 2. Przykładowe motywy w białkach-partnerach wiążące białka 14-3-3 zwierząt i roślin.

Komórka zwierzęca 

Białko Motyw

Komórka roślinna 

Białko M otyw W ystępow anie

a) kinazy białkowe — PKCg (PKD) RLpS205NVS208
RTSpS219AELpS223

Syntaza ATP 
— podjednostka [3

RFLSQP kalafior

b) enzymy
fosfataza tyrozynow a 
hydroksylaza tyrozyny

RSLpS359VE RRAVpS19ELD H +-ATPaza YpTY rzodkiew nik,
kom elina
pospolita,
kukurydza

c) receptory, białka G RpS5,9W pT521F CDPK2- kinaza RTESKP kalafior
receptor interleukiny 9 (IL-9R) Ca2+-zależna

d) białka regulujące apoptozę — RHSpS112YP reduktaza azotanow a KKxSTP rzodkiew nik
BAD RSRpS136AP

RRMpS155DFE

e) czynniki transkrypcyjne RKTApS259E peroksydaza askorbinianow a nie oznaczono rzodkiew nik
acetylaza histonow a PRSHpS89SP
koaktyw ator transkrypcji z 
dom eną wiążącą PZD

Informacje zaw arte w  tabeli opracow ano na podstaw ie prac [33,51,52]
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cym wew nętrzny sygnał lokalizacji jądrowej eliminuje 
lub maskuje ten sygnał wykluczając tym samym import 
b iałka-partnera do jądra [57]. Białka 14-3-3 odpow iada­
ją zatem za wykluczenie białka-partnera z jądra i jego 
zatrzym anie w  cytoplazmie [58].

• Wiązanie się białek 14-3-3 może zarówno hamować jak 
i zwiększać aktywność katalityczną białek-partnerów. 
Przykładowo w organizmach zwierzęcych w następ­
stwie związania się białek 14-3-3 do ufosforylowanej 
przez kinazę kalmoduliny hydroksylazy tryptofanu 
i tyrozyny, aktywność tych enzym ów wielokrotnie 
w zrasta lub spada [59].

• Wiązanie się białek 14-3-3 z białkiem -partnerem  może 
zmieniać zdolność tego ostatniego do oddziaływania z 
innymi białkami. W tym przypadku białka 14-3-3 mają 
w pływ  na tworzenie połączeń typu białko-białko [59],

• Białka 14-3-3 w postaci ufosforylowanej mogą odgrywać 
rolę białek adaptorowych, stanowiąc wówczas „ruszto­
wanie" do związania się dwóch białek-partnerów  i ich 
ewentualnego oddziaływania. Funkcja „rusztowania" 
pełniona przez białka 14-3-3 jest niezwykle istotna w 
procesach przenoszenia sygnałów. Białka, które nie są 
zdolne do wchodzenia w interakcje bezpośrednio, od ­
działują ze sobą poprzez wiązanie się z dimerem białka 
14-3-3 [60].

Wiele białek oddziałujących z białkami 14-3-3 zawiera 
dw a miejsca wiążące i obydw a mogą być niezbędne do 
praw idłow ego przebiegu procesu. Sądzi się, że jedno z 
tych miejsc jest dominujące i działa jako "gatekeeper" [26], 
Jest ono niezbędne do trwałego oddziaływ ania, podczas 
gdy drugie  miejsce wiążące „w zm acnia" oddziaływanie, 
ale jest niewystarczające do sam odzielnego związania biał­
ka 14-3-3. Jeżeli brakuje dominującego miejsca lub jest ono 
nieufosforylowane, drugie miejsce wiążące w białku-part- 
nerze m a zbyt słabe pow inow actw o do białka 14-3-3 aby

prom ow ać stabilne oddziaływanie. Jeżeli natom iast miej­
sce „gatekeeper" jest ufosforylowane i związane z m onom e­
rem  14-3-3, kolejne miejsce zdolne jest do oddziaływ ania 
z drugim  m onom erem  tej samej cząsteczki białka 14-3-3 
(Ryc. 1) [26],

Jak wynika z powyższego modelu, białka 14-3-3 są allo- 
sterycznym m odulatorem  zmian konformacyjnych wiąza­
nych białek-partnerów, co prowadzi często do zmian w ak­
tywności enzymów. Domeny funkcjonalne białka-partnera 
ulegają albo prostej zmianie konformacji lub takiemu „usta­
w ieniu", które pozwoliłoby na wiązanie się białek 14-3-3 w 
wielu miejscach [29], Zmiany konformacyjne są reakcjami 
energochłonnymi, napędzanym i hydrolizą ATP lub m ody­
fikacjami potranslacyjnymi takimi jak fosforylacja. Czasami 
jednak fosforylacja białek jest niewystarczająca do zmiany 
kształtu cząsteczki, a tym  samym do zmian w  jej aktywno­
ści. Białka 14-3-3 wydają się w  tej sytuacji zapewniać struk­
turalną „platformę" do utrwalenia określonej konformacji 
wiązanych białek-partnerów  (Ryc. 2) [61].

WPŁYW BIAŁEK 14-3-3 NA DZIAŁANIE 
NIEKTÓRYCH ENZYMÓW

BIAŁKA BŁONOWE

Do białek błonowych roślin, których aktywność jest po­
zytywnie regulowana przez białka 14-3-3 należy H +-ATPaza 
(ang. PM H+-ATPase). Wykorzystuje ona energię uwolnioną 
z hydrolizy ATP do transportu protonów na zewnątrz błony 
komórkowej, działając jako tzw. pom pa elektrogenna. Po­
między C-końcową domeną tego enzymu i białkami 14-3-3, 
wykazującymi duże powinowactwo do fitotoksyny roślinnej 
— fussicociny (FC), stwierdzono występowanie bezpośred­
nich oddziaływań [51].Prowadzi to do aktywacji roślinnej 
H +-ATPazy in vivo. Obecność FC stabilizuje oddziaływanie 
H +-A TPaza/białko 14-3-3 powodując, że endogenne fosfa­
tazy 2A nie mogą usunąć grup fosforanowych z reszty tre- 
oniny [51]. W rezultacie dochodzi do fosforylacji większej 
ilości H +-ATPaz, co z kolei przyspiesza wiązanie się białek 

14-3-3. Prowadzi to do nieodw ra­
calnej aktywacji wszystkich pom p 
protonowych w komórce.

Miejscem wiązania białek 14-3-3 
z enzymem jest nietypowy motyw 
YTV o charakterze anionowym. 
Do wiązania konieczne jest ufo- 
sforylowanie przedostatniej resz­
ty aminokwasowej, którą stanowi 
silnie zachowawcza treonina [21], 
Stwierdzono, że białka 14-3-3 wią­
żą się również do nieufosforylowa- 
nego peptydu, odpowiadającego 34 
resztom aminokwasowym zlokali­
zowanym  w C-końcowej domenie 
enzymu [62,63].

Teoretycznie jest więc możliwe 
występowanie dwóch oddzielnych 
i różnych strukturalnie miejsc wią­
żących białka 14-3-3 z C-końcową 
domeną H +- ATPazy. Jedno miejsce

Rycina 1. Model "gatekeeper" (zmieniono wg [26]). Wiązanie się bialka-partnera z białkiem 14-3-3 polega na oddziały­
waniu miejsca "gatekeeper" z monomerem białka 14-3-3. Oddziaływanie jednego lub większej ilości słabszych miejsc 
"drugorzędowych" umożliwia zmianę konformacji białka-partnera. Po związaniu z białkiem 14-3-3 białko-partner wy­
stępuje w takiej konformacji, która umożliwia ekspozycję jednego lub więcej rejonów białka, niedostępnych w wolnej 
formie. Kolorem fioletowym zaznaczono dimer białka 14-3-3, kolorem czerwonym- białko-partner, kolorem żółtym- 
miejsce wiązania innych białek wyeksponowane po zmianie konformacji.
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Rycina 2. Sposoby regulacji białek-partnerów przez białka 14-3-3 (zmieniono wg 
[59,60]). 1. ochrona przed proteolizą lub defosforylacją białka-partnera; 2. modu­
lacja im portu lub eksportu z jądra; 3. hamowanie lub aktywacja białka-partnera; 
4. modulacja zdolności białka-partnera do oddziaływania z innym białkiem; 5. 
funkcja adaptorowa białka 14-3-3 lub "rusztowania". Białko-partner zaznaczono 
kolorem żółtym i ciemnofioletowym, białko 14-3-3 kolorem jasnofioletowym.

wiązania, które angażuje motyw YpTV jest zależne od fo­
sforylacji i występuje w pozycji 946, drugie natom iast obej­
muje reszty aminokwasowe leżące powyżej podstawowego 
motywu. Są one odpowiedzialne za wiązanie niezależne 
od fosforylacji. Wiązanie się białek 14-3-3 do treoniny w 
pozycji 924 niezależnie od fosforylacji, wym aga równoczes­
nego wiązania się z ufosforylowanym m otywem  946YpTV. 
Sugeruje się, że fosforylacja dominującego m otyw u odgry­
wa rolę stabilizującą w  oddziaływaniu pom iędzy białkami 
14-3-3 a kilkoma resztami C-końcowej dom eny H +- ATPazy 
(Ryc. 3) [62],

ENZYMY ROŚLINNE ZWIĄZANE Z 
METABOLIZMEM AZOTU I WĘGLA

Przykładem  enzym u podlegającego regulacji przez biał­
ka 14-3-3 jest reduktaza azotanowa (NR). NR odgryw a de­
cydującą rolę w  w budow yw aniu nieorganicznego azotu do 
aminokwasów i kwasów nukleinowych. Aktywność NR 
podlega zmianom w zależności od intensywności fotosyn­
tezy. Jeżeli roślina jest hodow ana na świetle, ma miejsce 
asymilacja azotu, ponieważ enzym  znajduje się w  stanie ak­
tyw nym  zdefosforylowanym. W w arunkach braku dostępu 
światła, NR jest fosforylowana i znajduje się w  stanie nie­
aktywnym. Jak wykazano u rzodkiewnika jak i w  szpinaku 
[54], jedynym  miejscem w natywnej cząsteczce NR oddzia­
łującym z białkiem 14-3-3 jest zachowawcza reszta seryny 
w  pozycji 543. Sekwencja aminokwasowa otaczająca Ser-543 
zawiera typowy, konserwatywny motyw RSXpSXP, wiążą­
cy białka 14-3-3, gdzie X — dotyczy dowolnego am inokw a­
su, a pS — fosfoseryny. Okazało się, że sama fosforylacja 
seryny nie w pływa na aktywność enzymu, a enzym  ulega 
inaktywacji dopiero, gdy utworzy się kompleks z białkiem 
14-3-3. Zahamowanie aktywności enzym u jest odwracalne 
gdyż po oddysocjowaniu białka 14-3-3 i kolejnej defosfory- 
lacji Ser-543 przy udziale fosfataz typu 2A [54], enzym  staje 
się aktywny.

Sugeruje się, że defosforylacja nie jest jedynym  mecha­
nizmem aktywującym NR. Stwierdzono bowiem, że małe 
cząsteczki nieorganiczne takie jak jony fosforanowe, EDTA, 
oraz 5 'AMP aktywują NR in vitro [55], W cząsteczce biał­
ka 14-3-3 zidentyfikowano specyficzne miejsce wiążące 

5 'AMP, które po związaniu nukleotydu 
prowadzi do rozpadu nieaktywnego kom ­
pleksu pNR:14-3-3 [64].

Okazało się również, że dla powstające­
go kompleksu enzym /białko  14-3-3 pożą­
dana jest obecność jonów Me2+, szczególnie 
Mg2+ w stężeniu milimolarnym. Jony d w u ­
wartościowych metali mogą być zastąpio­
ne przez poliaminy w  stężeniu mikromo- 
larnym. Efektywność działania badanych 
poliamin spada w raz ze spadkiem  ładunku 
polikationu w kolejności: sperm ina4+ > sper- 
m idyna3+ » >  kadaw erdyna2+ » putrescy- 
na2+ co wskazuje, że efektywne kompleksy 
z białkami 14-3-3 m uszą zawierać dwie 
lierwszorzędowe aminy lub przynajmniej 
edną drugorzędow ą aminę [32,65].
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Rycina 3. Regulacja błonowej H+ATPazy przez białka 14-3-3 (zmieniono wg [51]). Fosforylacja zachowaw­
czej reszty treoniny znajdującej się na C-końcu domeny H+ATPazy generuje miejsce wiązania cząsteczki 
białka 14-3-3. Utworzenie kompleksu białko 14-3-3/enzym powoduje przemieszczenie się C-końcowej do­
meny H+ATPazy i aktywację enzymu. PK — kinaza białkowa; PP2A — fosfataza 2A. Białko 14-3-3 (w formie 
dimerycznej) zaznaczono kolorem jasnofioletowym
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Innym  enzym em  wiążącym się z białkiem 14-3-3 jest cy- 
tosolowa izoforma syntazy glutaminianowej (GS) [64], Pełni 
ona kluczową rolę w  mobilizacji azotu w dojrzałych liściach. 
Przem iana światło/ciem ność promuje fosforylację GS, a w 
konsekwencji wiązanie białek 14-3-3, prowadząc do akty­
wacji enzymu. Aktywacja GS w ciemności wydaje się być 
zależna od stosunku A TP/A M P w komórce. W dojrzałych 
liściach proces fotosyntezy przebiega mniej intensywnie, 
wzrasta stosunek ATP/AM P, co prow adzi do fosforylacji 
GS i w konsekwencji jej aktywacji, wzmagając tym samym 
mobilizację azotu [66].

Kluczowy enzym  m etabolizm u w ęgla- syntaza fosfosa- 
charozy (SPS) jest także regulow any przez białka 14-3-3. 
W pływ w iązania się białka 14-3-3 na aktywność enzym u 
pozostaje wciąż niejasny. Stwierdza się zarów no częścio­
wą aktywację SPS [67] jak i jego ham ow anie [17]. Uważa 
się, że w iązanie się białka 14-3-3 z SPS może w pew nym  
stopniu  m odulow ać degradację proteolityczną enzym u 
[53].

WPŁYW BIAŁEK 14-3-3 NA TRANSKRYPCJĘ

Dotychczas nie wyjaśniono, w  jaki sposób białka 14-3-3 
wnikają do jądra, skoro nie posiadają sekwencji zaw iera­
jącej sygnał lokalizacji jądrowej. Niewielki rozm iar tych 
białek pozw ala co praw da na ich bierną dyfuzję; m ożna 
rów nież założyć, że białka 14-3-3 asocjują z białkami za ­
wierającymi sygnał lokalizacji jądrowej. Stwierdzono, że 
białka 14-3-3 w chodzą w skład kom pleksu białek w iążą­
cych się z G-box-em, który stanowi w spólny element re ­
gulacyjny prom otorów  wielu genów [60]. W kukurydzy  i 
rzodkiew niku zidentyfikow ano m iędzy innymi izoformę 
białka 14-3-3 oznaczoną jako GF14, która jest składnikiem  
kom pleksu transkrypcyjnego GBF wiążącego się z G-box- 
em. Jak do tąd  niew iadom o jaką pełnią one funkcję w  tym 
kom pleksie [51,60], Z badań prow adzonych nad  dojrzew a­
niem  nasion ryżu  i kukurydzy  w ynika, że białka 14-3-3 od ­
działują rów nież z czynnikami transkrypcyjnym i VIVIPA­
ROUS 1 (VP1) i Em-BINDING PROTEIN1 (EmBPl) zaan ­
gażow anym i w ekspresję genów regulow anych przez kwas 
abscysynow y [10]. Sugeruje się, że czynniki transkrypcyj- 
ne oddziałują z dom eną N-końcową białek 14-3-3 odpo ­
w iedzialną za proces ich dimeryzacji. Byłby to przykład 
unikalnego m echanizm u oddziaływ ania białko-białko, 
gdyż w szystkie dotychczas scharakteryzow ane połączenia 
14-3-3/b ia łko-partner angażowały dom enę C-końcową 
cząsteczki białka 14-3-3. W ykazano też, że rodzina białek 
PHDf-HD pełniących funkcję regulatorów  transkrypcji w 
roślinach, w chodzi w oddziaływ anie z białkami 14-3-3. Ta 
klasa czynników  transkrypcyjnych zaw iera różnego typu 
m otyw y palców cynkowych połączonych z m otyw em  su ­
w aka leucynow ego, który pośredniczy w tw orzeniu połą­
czeń typu  białko-białko. Sugerowałoby to, że białka 14-3-3 
uczestniczą także w regulacji aktywności transkrypcyjnej 
czynników  PFIDf-HD [68].

U w aża się, że białka 14-3-3 mogą odgryw ać istotną rolę 
w  regulacji procesu transkrypcji, gdyż w ykazują zdol­
ność oddziaływ ania  z białkami wiążącym i się z sekw en­
cją TATA w rzodkiew niku, a u człowieka z czynnikiem

hTAFn32 (ang. human TBP-associated factor) oraz w iążą się 
z czynnikiem  transkrypcyjnym  — TFIIB [69]. N iew yklu ­
czone więc, że białka 14-3-3 pośredniczą w oddziaływ aniu  
m iędzy pre-inicjacyjnym kom pleksem  transkrypcyjnym  a 
czynnikiem specyficznie rozpoznającym  prom otor genu. 
O ddziaływ ania z b iałkam i TBP i TFIIB nie angażują zna ­
nego m otyw u zaw ierającego fosfoserynę, rozpoznaw a­
nego przez białka 14-3-3 i nie wymagają udziału form y 
dimerycznej tych białek. Badania prow adzone in vitro su ­
gerują, że jeżeli białka 14-3-3 w chodzą w skład kom pleksu 
wiążącego się z DNA, m ogą pełnić funkcję aktyw atorów  
lub koaktyw atorów  transkrypcji [69]. Ostatnie doniesienia 
potw ierdziły  także, że białka 14-3-3 mogą również regu lo ­
wać transkrypcję genu kontrolując w ew nątrzkom órkow ą 
lokalizację czynników  transkrypcyjnych. Regulator czyn­
nika transkrypcyjnego bZIP zaangażow anego w kontrolę 
syntezy giberelin — RSG, jest zdolny do przem ieszczania 
się z jądra do cytoplazm y i z pow rotem . W iązanie się RSG 
z białkiem 14-3-3 m oduluje  negatyw nie aktywność RSG, 
utrzym ując go w cytoplazm ie [70].

BIAŁKA 14-3-3 W ORGANELLACH ROŚLIN

Problem udziału  białek 14-3-3 w kierowaniu białek- 
partnerów  do chloroplastów  i oddziaływania z nimi był 
przedm iotem  w ielu badań  [71]. Białka 14-3-3 wiążą się do 
zachowawczego, ufosforylowanego m otyw u zaw artego 
w ew nątrz sekwencji prekursorowej białka, kierującej je do 
chloroplastów. Pom im o braku w  białkach 14-3-3 sygnału 
im portu wykazano, że są one obecne zarówno w  chloropla­
stach jak i mitochondriach. W chloroplastach białka 14-3-3 
zlokalizowano w strom ie i tylakoidach, a w mitochondriach 
wykryto je w matrix i po wewnętrznej stronie błony w e­
wnętrznej [12].

W chloroplastach białka 14-3-3 wydają się być zaanga­
żowane w regulację syntezy skrobi, gdyż stw ierdzono ich 
połączenie z ziarnam i skrobi [72]. W roślinach transgenicz- 
nych rzodkiewnika obniżony poziom  białek 14-3-3 w yzw a­
lał wzrost poziom u skrobi. Efekt ten wydaje się wynikać ra ­
czej ze wzmocnienia jej syntezy sugerując, że białka 14-3-3 
działają hamująco na m etabolizm  skrobi. W tym p rzypadku 
praw dopodobnym  białkiem -partnerem  białek 14-3-3 w y ­
daje się być syntaza skrobi III (SSIII). Ta klasa enzym ów  
zawiera zachowawczy m otyw  stanowiący miejsce w iązania 
białek 14-3-3 [72],

Białka 14-3-3 w iążą się rów nież do chloroplastowej formy 
syntazy glutaminianowej (GS). Jak dotąd, nie wyjaśniono 
czy enzym ten jest regulow any w ew nątrz chloroplastów w 
wyniku wiązania się białek 14-3-3, czy do regulacji enzym u 
dochodzi podczas im portu  GS do plastydów [73],

Wykazano także, że zarów no w mitochondriach jak i 
chloroplastach białka 14-3-3 w iążą się z białkiem błonowej 
syntazy ATP, która należy do kluczowych enzymów m eta­
bolizmu roślin. Stw ierdzono, że ufosforylowane białka 14- 
3-3 oddziałują bezpośrednio z podjednostką (3 F5 syntazy 
ATP. Regulacja aktywności syntazy ATP przez białko 14-3-3 
wpływ a na adaptację roślin do zm ian środowiskowych ta­
kich jak: przem iana św iatło/ciem ność, anoxia w  korzeniach 
i fluktuacje azotu. W chloroplastach gwałtowne obniżenie
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Rycina 4. Niektóre funkcje białek 14-3-3 w komórce roślinnej (zmieniono wg [51]). NR — reduktaza azotanowa; GA — gib- 
ereliny; GS — syntaza glutaminianowa; ABA — kwas abscysynowy; PK — kinaza białkowa; PP — fosfataza, SPS — syntaza 
fosfosacharozy; SSIII — syntaza skrobi; RSG — (ang. represion of shoot growth); WPK4 — kinaza białkowa 4.

aktywności ATPazy w warunkach braku dostępu świat­
ła zostało zaham owane w obecności białek 14-3-3 (Ryc. 4) 
[18,12].

UDZIAŁ BIAŁEK 14-3 -3 W TRANSDUKCJI SYGNAŁU

Oddziaływanie białek 14-3-3 z ufosforylowanym biał- 
kiem-partnerem jest ważnym  etapem w procesie przeka­
zywania sygnału w komórce i koniecznym do wywołania 
pełnej zmiany w ich aktywności. Sama fosforylacja cząstecz­
ki białka-partnera nie zawsze jest czynnikiem wystarczają­
cym do jego uaktywnienia. Odkrycie, że kinazy i fosfatazy 
mogą być wiązane i regulowane przez białka 14-3-3 spra­
wia, że te ostatnie stają się integralnymi składnikami ścież­
ki transdukcji sygnału. W procesie przekazywania sygnału 
z udziałem białek 14-3-3 kluczowe są dw a etapy: zmiana 
stanu aktywności białka-partnera w wyniku wiązania się 
białka 14-3-3 oraz indukcja kaskady sygnalnej spow odow a­
na utworzeniem kompleksu białko 14-3-3/białko-partner. 
Regulacja procesu przekazywania sygnału jest zależna od 
stężenia białka 14-3-3 w  komórce, obecności kinaz i fosfataz 
działających na cząsteczkę białka-partnera oraz dw uw ar- 
tościowych jonów metalu.

Okazało się, że w  rzodkiewniku białka 14-3-3 modulują 
aktywność wielu kinaz takich jak kinaza białkowa C i za­
leżna od Ca2+ kinaza białkowa CPK-1. Białka 14-3-3 mają 
zdolność wiązania się do C-końca cząsteczki WPK4-kinazy 
białkowej pszenicy, która jest między innymi odpowiedzial­
na za fosforylację reduktazy azotanowej (NR), co z kolei jest 
konieczne do wiązania się cząsteczki białka 14-3-3 do enzy­
mu. Oprócz oddziaływania z kinazami, białka 14-3-3 wiążą 
się z innymi czynnikami ścieżek sygnalnych, jak na przykład

z czynnikiem RGS3, który jest 
negatywnym regulatorem syg­
nału przenoszonego przez białka 
G. To oddziaływanie wpływa na 
modulację szlaku sygnałowego 
indukowanej obecnością białek 
G [64], Białka 14-3-3 są zaangażo­
wane także w indukowane przez 
etylen i ABA procesy sygnałowe, 
które odgrywają istotną rolę w 
dojrzewaniu rośliny [53,67]. Wią­
zanie się białek 14-3-3 do tak róż­
nych białek-partnerów sugeruje, 
że pełnią one funkcję integrującą 
wiele szlaków sygnałowych w 
komórkach. Jest również praw do­
podobne, że białka 14-3-3 mogą 
pośredniczyć w zjawisku „cross­
talk" pomiędzy różnymi szlakami 
przekazywania sygnału.

PODSUMOWANIE

W ostatnich latach osiągnię­
to wielki postęp w zrozum ieniu 
funkcji białek 14-3-3 w komórce 
roślinnej. Zidentyfikowano wie­
le białek wiążących się z rodziną 
białek 14-3-3 zlokalizowanych w 
różnych przedziałach kom órko­
wych. Uzyskana wiedza, pozw o­

liła w wielu przypadkach na ustalenie ich roli w  oddziały­
w aniu białko 14-3-3:białko-partner oraz leżących u podstaw  
tych oddziaływań mechanizmów molekularnych.

W regulacji oddziaływania pom iędzy białkami 14-3-3 i 
białkami-partnerami, istotną rolę odgryw a fosforylacja sa­
mych białek 14-3-3, obecność endogennych efektorów ta­
kich jak AMP, a także w ystępowanie specyficznych izoform 
białek 14-3-3 rozmieszczonych w różnych przedziałach 
komórki. Istotnym mechanizmem kontrolującym stężenie 
białek 14-3-3 w komórce roślinnej oraz ich fluktuację jest 
poziom ekspresji izoform tych białek. Ilość białek 14-3-3 w 
cytosolu, organellach oraz w  połączeniach z białkami błon 
w pływ a regulacyjnie na szlaki przekazywania sygnału oraz 
całkowity metabolizm rośliny.

Poznanie czynników kontrolujących rozmieszczenie i ak­
tywność białek 14-3-3 w  komórce pozwoli lepiej zrozumieć 
wzajemne zależności szlaków przekazywania sygnału. W y­
jaśnienia wym aga również rola, jaką odgrywają m onom e­
ry białek 14-3-3. Poznanie sekwencji coraz większej liczby 
genomów roślinnych, pozwala na porównanie zróżnicowa­
nia izoform białek i ustalenie specyficzności ich działania 
[74], W ystępowanie białek 14-3-3 w  większości (jeśli nie we 
wszystkich) komórek eukariotycznych, daje możliwość po­
znania wczesnych etapów ewolucji tej rodziny białek.
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ABSTRACT
The 14-3-3 proteins are a family of highly conserved proteins found in all eukaryotes - from the yeasts to mammals. They regulate several 
cellular processes recognizing unique conservative, mostly phosphorylated motif of partner proteins. Binding of the 14-3-3 proteins regula­
tes their partners through a variety of mechanisms, such as altering their catalytic activity, subcellular localization, stability or altering their 
interactions with other protein molecules. The native 14-3-3 proteins are present in form of homo- and hetero-dimers. The most structurally 
variable N-and C-termini are responsible for isoform specific protein-protein interactions, and cellular localization. In plant cell, 14-3-3 prote­
ins appear to play an important role in regulation of key enzymes of carbon and nitrogen metabolism, modulation ion pumps and channels. 
They are also involved in signal transduction pathways and even in gene expression.
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Receptory opioidowe i ich selektywne 
ligandy peptydowe

STRESZCZENIE

Receptory opioidowe typu p, 6 i k  należą do dużej grupy receptorów związanych z biał­
kiem G. Receptory opioidowe pełnią ważną fizjologiczną rolę. Stymulacja receptorów 

opioidowych wywołuje działanie przeciwbólowe, wpływ a również na układ pokarmowy, 
powodując kurczenie mięśni zwieraczy oraz hamowanie perystaltyki jelit. Odkrycie pepty- 
dów opioidowych, będących endogennymi ligandami receptorów opioidowych, do których 
należą 5-selektywne enkefaliny, K-selektywne dynorfiny i p-selektywne endomorfiny, zapo­
czątkowało badania zależności pomiędzy ich strukturą a aktywnością biologiczną. W ciągu 
ostatnich 30 lat zsyntetyzowano setki analogów peptydów opioidowych w  poszukiwaniu  
związków o większej aktywności, selektywności i odporności na biodegradację niż ma to 
miejsce w  przypadku endogennych ligandów. Do ich otrzymania użyto w ielu  nienatural­
nych aminokwasów, a także różnorodnych metod cyklizacji, usztywniających konformację 
peptydową. W wyniku tych badań otrzymano analogi o bardzo dużej selektywności i pow i­
nowactwie w  stosunku do receptorów p, 8 i k ,  zarówno o właściwościach agonistycznych jak 
i antagonistycznych, które są niezwykle przydatne w dalszych badaniach nad rolą recepto­
rów opioidowych w  organizmie.

WPROWADZENIE

Opium, wysuszony sok z niedojrzałych m akówek maku lekarskiego (Papaver 
somniferum), jest praw dopodobnie najstarszym farmaceutykiem znanym  czło­
wiekowi i stosowanym już ponad 2000 lat temu jako środek przeciwbólowy. 
O pium  jest mieszaniną około 25 alkaloidów. Głównym składnikiem opium, 
odpowiedzialnym  za jego przeciwbólowe i narkotyczne działanie, jest morfina, 
nazw ana tak od imienia starożytnego boga snu — Morfeusza. Morfina, która 
do dziś jest używana jako najskuteczniejszy środek do zwalczania silnego bólu, 
przy długotrwałym  stosowaniu wywołuje bardzo poważne efekty uboczne, ta ­
kie jak uzależnienie, tolerancję i depresję oddechową.

W 1972 r. na M iędzynarodowym  Kongresie Farmakologicznym w San Fran­
cisco Collier po raz pierwszy postulował istnienie w organizmach ssaków „en­
dogennej morfiny" oraz specyficznych dla niej receptorów, poprzez które może 
działać również morfina. Już w  rok później obecność w ośrodkowym układzie 
nerw ow ym  ssaków trzech typów receptorów opioidowych została wykazana 
niezależnie przez trzy grupy badawcze. Dalsze intensywne badania doprow a­
dziły do wyizolowania z mózgu ssaków endogennych ligandów tych recepto­
rów, nazwanych peptydam i opioidowymi lub opioidami, w odróżnieniu od 
opiatów, który to termin używ any jest w  stosunku do alkaloidów pochodzenia 
roślinnego o właściwościach przeciwbólowych i narkotycznych, takich jak m or­
fina czy heroina.

Endogenne peptydy opioidowe są niskocząsteczkowymi związkami w ytw a­
rzanym i w ośrodkowym układzie nerw ow ym  oraz w  różnych gruczołach, takich 
jak przysadka czy nadnercza. Opioidy są odpowiedzialne za różnorodne efekty 
fizjologiczne. Do najbardziej znanych należy ich działanie przeciwbólowe, ale 
mają też w pływ  na układ pokarmowy.

Odkrycie peptydów  opioidowych obudziło nadzieje na znalezienie nowych 
środków  przeciwbólowych, pozbawionych niekorzystnych efektów ubocznych 
morfiny. Ale mimo, że w  ciągu 30 lat jakie minęły od odkrycia pierwszych opio- 
idów zsyntetyzowano i zbadano setki ich analogów, poszukiwanie nowych 
związków o coraz lepszym profilu farmakologicznym ciągle trwa, a morfina jest 
nadal najczęściej używ anym  środkiem uśmierzającym silny ból, stosowanym w 
szpitalach.
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TYPY RECEPTORÓW OPIOIDOWYCH

Obecność trzech typów receptorów opioidowych, g ,  5 i 
k ,  w ośrodkowym  układzie nerw ow ym  ssaków została w y­
kazana w 1973 r. przez zespoły badawcze Snydera, Simona 
i Tereniusa [1-3] na podstawie badań farmakologicznych z 
użyciem morfiny, ketazocyny i N-allilonormetazocyny oraz 
nieselektywnego antagonu opioidowego naloksonu. Pra­
ce prow adzone w laboratoriach na całym świecie w  ciągu 
następnych lat pozwoliły na dokładne scharakteryzowanie 
tych trzech typów receptorów oraz stwierdzenie ich obecno­
ści nie tylko w ośrodkowym układzie nerwowym  ssaków, 
ale również w wielu tkankach obwodowych [4]. Sklonowa- 
nie genów kodujących białka tych receptorów [5-8] oraz po­
równanie sekwencji aminokwasowych receptorów g ,  5 i k  

wykazało ich znaczne podobieństwo strukturalne, a także 
pozwoliło na zakwalifikowanie ich do grupy receptorów 
związanych z białkiem G [9].

Szczegółowe badania receptorowe doprowadziły do zi­
dentyfikowania podtypów  receptorów opioidowych. Ist­
nienie dwóch podtypów  receptorów g ,  g 4 i g 2, potwierdziły 
badania in vivo, w  których naloksazon hamował działanie 
przeciwbólowe morfiny, ale nie blokował wywołanego 
przez nią uzależnienia [10,11]. Podział receptorów 8 na 
podtypy 6 ,  i 8 2 oraz receptorów k  na trzy podtypy: k ,  (o  w y­
sokim powinowactwie), k 2 (o  niskim powinowactwie) oraz 
k 3 został dokonany na podstawie badań farmakologicznych 
in vivo [12-17].

Postulowane jest istnienie jeszcze innych typów recepto­
rów opioidowych (o, e, A i i), ale nie zostały one jeszcze w 
pełni scharakteryzowane.

RECEPTORY ZWIĄZANE Z BIAŁKIEM G

Receptory opioidowe należą do dużej grupy receptorów 
związanych z białkiem G (GPCR, ang. G-protein-coupled re­
ceptom). Sygnały przenoszone przez endogenne ligandy, 
takie jak horm ony i neurotransmitery, a także przez egzo­
genne stymulatory (zapach, światło) są odbierane przez ko­
mórki dzięki obecności tych receptorów. Receptory GPCR 
zbudow ane są z N-końcowej części zewnątrzkomórkowej, 
siedmiu hydrofobowych a-helikalnych fragmentów prze­
chodzących przez błonę komórkową oraz C-końcowej czę­
ści wewnątrzkomórkowej (Ryc. 1).

Ligand

Rycina 1. Schemat budowy receptora związanego z białkiem G.

Białka G składają się z trzech podjednostek: Ga, mającej 
zdolność wiązania nukleotydów guaninowych (guanozyno- 
5'-difosforanu, GDP i guanozyno-5'-trifosforanu, GTP) oraz 
dwóch innych, połączonych w  jedną większa podjednostkę 
Gpy. Badania molekularne wykazały, że istnieją cztery głów­
ne typy podjednostek Ga: Gg, G;, Gq i Gir

W stanie nie pobudzonym  podjednostka Ga tworzy nieak­
tywny kompleks z GDP. Przyłączenie liganda do zew nątrz­
komórkowej części receptora wywołuje zmiany konforma- 
cyjne całej cząsteczki białka receptorowego. Prowadzi to 
do aktywacji białek G poprzez zapoczątkowanie wym iany 
GDP na GTP. Aktywne białko G dysocjuje na dwie podjed­
nostki: Gu-GTP i Gpv, z których głównie pierwsza jest odpo ­
wiedzialna za przeniesienie sygnału na układy efektorowe, 
prowadząc do metabolicznych i / lu b  jonowych zmian w e­
wnątrz komórki [18]. Podjednostka Ga posiada w ew nętrzną 
aktywność GTP-azową, w  w yniku której jej aktywna postać 
ulega inaktywacji przez hydrolizę GTP do GDP. N ieaktyw­
na podjednostka Ga łączy się następnie z podjednostką G^.

Do układów efektorowych, aktywowanych lub blokowa­
nych w  wyniku odziaływania ligand-receptor związany z 
białkiem G, zaliczamy cyklazę adenylanową (podjednostki 
Gs i G.), fosfolipazę C (Gq), fosfodiesterazę cGMP oraz ka­
nały jonowe [18]. Receptory opioidowe należą do grupy re­
ceptorów związanych z białkiem G . / Gq. Bezpośredni efekt 
wywoływany przez ligandy opioidowe to ham owanie ak­
tywności cyklazy adenylanowej, aktywacja kanałów pota­
sowych oraz hamowanie aktywności kanałów w apniowych 
(typu N,P,Q i R).

FUNKCJE RECEPTORÓW OPIOIDOWYCH

Receptory opioidowe pełnią ważną fizjologiczną rolę. 
Stymulacja receptorów opioidowych, przede wszystkim 
receptorów g, wywołuje działanie przeciwbólowe. Recep­
tory opioidowe są również zaangażowane w regulację tem ­
peratury, ciśnienia krwi, czynności układu oddechowego, 
pokarmowego oraz procesów odpornościowych.

ENDOGENNE PEPTYDY OPIOIDOWE

„Typowe" endogenne peptydy opioidowe, do których za­
liczamy enkefaliny, p-endorfinę i dynorfiny, w yw odzą się z 
trzech prekursorów, pro-enkefaliny, pro-opiomelanokorty- 
ny i pro-dynorfiny, syntetyzowanych w komórkach układu 
nerwowego i tkankach obwodowych [19-22], Peptydy nale­
żące do tej grupy zawierają N-końcową sekwencję Tyr-Gly- 
Gly-Phe. „Typowe" endogenne peptydy opioidowe są mało 
selektywne. Enkefaliny ([Leu]-enkefalina i [Met]-enkefali- 
na) mają wysokie powinowactwo do receptora 8 i niskie do 
receptora g. p-Endorfina wiąże się w  jednakowym  stopniu 
z receptorami g i 8, dynorfiny A i B głównie z receptorem k  

oraz, w  mniejszym stopniu, z receptorami g i 8.

Do grupy endogennych peptydów  opioidowych zalicza­
my również endomorfinę-1 i endomorfinę-2. Oba te pepty ­
dy w yw odzą się praw dopodobnie z jednego prekursora, 
o nieznanej sekwencji i miejscu syntezy [23]. Sekwencja 
aminokwasowa endomorfin jest odm ienna od sekwencji
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Tabela 1. Endogenne peptydy opioidowe ssaków.

„typowych" peptydów  opioidowych, ponieważ są krótsze, 
zawierają resztę Pro w pozycji 2 i mają am idow any C-ko- 
niec (Tabela 1).

„NIETYPOWE PEPTYDY OPIOIDOWE"

„N ietypow e" peptydy opioidowe zostały w yizolowane 
zarów no z m ózgu i różnych płynów  ustrojowych ssaków, 
jak i ze skóry płazów. W yw odzą się one z w ielu różnych 
białek prekursorow ych i mają zróżnicow ane sekwencje 
am inokwasowe. Ich wspólną cechą jest obecność N-koń- 
cowej Tyr [24] oraz co najmniej czteroam inokwasowej sek­
wencji.

Pierwszą w yodrębnioną grupą „nietypowych" peptydów  
opioidowych były (3-kazomorfiny, otrzym ane przez hydro- 
lityczną fragmentację białka mleka (3-kazeiny [25] oraz ich 
pochodna morficeptyna. Peptydy z grupy hemorfin w yod­
rębniono przez trawienie enzymatyczne białek krwi. W póź­
niejszym czasie hemorfiny wyizolowano również z mózgu, 
osocza i płynu mózgowo-rdzeniowego [26], W ażną grupę 
„nietypowych" peptydów  opioidowych stanowią związki 
otrzymane z wydzieliny skóry płazów: g-selektywna der- 
morfina oraz ó-selektywne dermenkefalina i deltorfiny I i II, 
charakteryzujące się bardzo wysokim powinowactwem  do

Tabela 2. „Nietypowe" peptydy opioidowe.

receptorów opioidowych ssaków [27,28]. Do grupy „niety­
powych" peptydów  opioidowych zaliczamy również dwa 
peptydy wyizolowane z mózgu, Tyr-MIF-1 i Tyr-W-MIF-1 
[29-31] (Tabela 2).

SELEKTYWNE LIGANDY RECEPTORÓW 
OPIOIDOWYCH

Odkrycie receptorów opioidowych oraz wyizolowanie 
pierwszych peptydów  opioidowych prawie 30 lat temu 
zapoczątkowało intensywne badania mające na celu w y­
jaśnienie ich roli i m echanizm u działania w organizmie. 
Ustalenie funkcjonalnych różnic pom iędzy poszczególny­
mi typami receptorów  opioidowych i ich fizjologicznej roli 
w ym aga m etod pozwalających na aktywację tylko jednego 
typu receptora. Do tego celu niezbędne są analogi ago- 
nistyczne i antagonistyczne o wysokiej selektywności w 
stosunku do receptorów p , 8 i k . Różnorodne modyfikacje 
chemiczne znanych, naturalnych peptydów  doprow adziły  
do otrzym ania analogów o zwiększonym  powinowactwie 
i / lu b  selektywności w stosunku do poszczególnych typów 
receptorów opioidowych. Obecnie znane są już bardzo se­
lektywne analogi o właściwościach zarów no agonistycz- 
nych jak i antagonistycznych dla trzech głównych typów 
receptorów opioidowych.
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|  Prekursor Peptyd Sekwencja Pow inow actwo

Pro-enkefalina [Leujenkefalina T yr-Gly-Gly-Phe-Leu 6 ,p
[M et]enkefalina T yr-Gly-Gly-Phe-Me ( 5 » p )

Pro-opiom elanokortyna P-endorfina Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Thr-Ser-Glu-Lys-Ser-
-Gln-Thr-Pro-Leu-Val-Thr-Leu-Phe-Lys-Asn-
-Ala-Ile-Ile-Lys-Asn-Ala-Tyr-Lys-Lys-Gly-
-Glu

p , 8

( p = 5 )

Pro-dynorfina dynorfina A

dynorfina A (1-8) 
dynorfina B

a-neoendorfina
P-neoendorfina

Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-Ile-Arg-Pro- 
-Lys-Leu-Lys-T rp-Asp-Asn-Gln 
Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-Ile 
Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-Gln-Phe-Lys- 
-Val-Val-Thr

Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Lys-Tyr-Pro-Lys 
T yr-Gly-Gly-Phe-Leu-Ar g-Lys-T y r-Pro

k ,  p ,  8  

( K » p  i 5)

N ieznany endomorfina-1
endomorfina-2

T yr-Pro-T rp-Phe-N H 2 
Tyr-Pro-Phe-Phe-NH.,

F

Pochodzenie Peptyd Sekwencja Powinowactwo

P-Kazeina P-kazomorfina bydła (1-7) Tyr-Pro-Phe-Pro-Gly-Pro-Ile F
P-kazomorfina człowieka (1-7) Tyr-Pro-Phe-Val-Glu-Pro-Ile F
m orficeptyna T y r-Pro-Phe-Pro-NH^ F

Hem oglobina hemorfina-4 Tyr-Pro-Trp-Thr F
Skóra płazów derm orfina T yr-D-Ala-Phe-Gly-T yr-Pro-Ser-NH, F

derm enkefalina Tyr-D-M et-Phe-His-Leu-M et-AspNH, 5
deltorfina I Tyr-D-Ala-Phe-Asp-Val-Val-Gly-NH2 8
deltorfina II Tyr-D-Ala-Phe-Glu-Val-Val-Gly-NH, 8

Podw zgórze bydła 
Kora m ózgow a człowieka

Tyr-MIF-1 T yr-Pro-Leu-Gly-NH, F

Podw zgórze bydła 
Kora m ózgow a człowieka

Tyr-W-MIF-1 T yr-Pro-T rp-Gly-NH, F
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LIGANDY RECEPTORA A

Leu-enkefalina (Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu) i Met-enkefali- 
na (Tyr-Gly-Gly-Phe-Met) były pierwszymi endogennymi 
peptydam i opioidowymi wyizolowanymi z mózgu [32]. 
Wykazują one um iarkowane powinowactwo i selektywność 
do receptora 5 i ulegają szybkiej biodegradacji. W wyniku 
modyfikacji sekwencji enkefalin, polegających na w stawia­
niu reszt aminokwasowych o konfiguracji D lub w ydłuża­
niu łańcucha peptydowego, otrzymano analogi syntetyczne
0 zwiększonej 5-selektywności: DADLE (Tyr- D-Ala-Gly- 
Phe- D-Leu) [33], DSLET (Tyr-D-Ser-Gly-Phe-Leu-Thr) [34]
1 DTLET (Tyr-D-Thr-Gly-Phe-Leu-Thr) [35]. Peptydy te są 
szeroko wykorzystywane do charakteryzacji receptora ó 
oraz badania jego fizjologicznej roli i rozmieszczenia w 
tkankach [35-38].

W prowadzenie penicyloaminy (Pen, (3,|3-dimetylocystei- 
na) do sekwencji enkefalin pozwoliło na otrzymanie dwóch 
cyklicznych analogów: DPDPE [Tyr-c(D-Pen-Gly-Phe-D- 
Pen)] i DPLPE [Tyr-c(D-Pen-Gly-Phe-Pen)], wykazujących 
dużą selektywność w stosunku do receptora 5 [39-41], 
Usztywnienie cząsteczek tych peptydów  było wym uszone 
przez obecność mostka disulfidowego pom iędzy atomami 
siarki w łańcuchach bocznych Pen jak również przez obec­
ność geminalnych grup metylowych w tym aminokwasie.

HS
COOH

NH,
Pen

Pod koniec lat 80-tych ze skóry płazów wyizolowano 
serię peptydów  o zadziwiająco wysokim powinowactwie 
do receptorów opioidowych ssaków [27], Dermenkefali- 
na (Tyr-D-Met-Phe-His-Leu-Met-Asp-NH2), deltorfina I 
(Tyr-D-Ala-Phe-Asp-Val-Val-Gly-NH2) i deltorfina II (Tyr- 
D-Ala-Phe-Glu-Val-Val-Gly-NH2) okazały się wyjątkowo 
selektywne w  stosunku do receptora 6. Związki te, jak rów ­
nież g-selektywna dermorfina, są pierwszymi endogenny­
mi peptydam i pochodzenia zwierzęcego, które posiadają w 
swej sekwencji resztę am inokwasową o konfiguracji D. Ten 
fenomen jest wynikiem post-translacyjnej enzymatycznej 
konwersji chiralności [42], Obecność w sekwencji D-ami- 
nokwasu, występującego zawsze w pozycji 2 decyduje o 
wysokim powinowactwie tych peptydów  do receptorów 
opioidowych oraz ich dużej odporności na biodegradację 
[27, 42-45].

Spośród peptydów  wyizolowanych ze skóry płazów 
deltorfina II posiada największą selektywność w  stosunku 
do receptora 5, a dermenkefalina jest najmniej selektywna. 
Zarówno powinowactwo jak i selektywność deltorfin i der- 
menkefaliny do receptora ó są o 2-3 rzędy wielkości więk­
sze w  porównaniu z enkefalinami. Z tego względu peptydy 
pochodzące ze skóry płazów są szeroko w ykorzystywane w 
różnych testach biochemicznych oraz, w  znakowanej izoto- 
powo formie, jako ligandy w badaniach receptorowych.

W 1992 r. Schiller i wsp. [46] otrzymali serię antagonów 
receptora 5 dzięki wprow adzeniu do sekwencji peptydów

opioidowych kwasu l,2,3,4-tetrahydroizochinolilo-3-kar- 
boksylowego (Tic).

Użycie Tic pozwoliło na usztywnienie cząsteczki pepty- 
du i w prow adzenie dodatkowego pierścienia aromatycz­
nego, co spowodowało zwiększenie hydrofobowości. Dwa 
prototypowe peptydy otrzymane przy użyciu Tic, będące 
selektywnymi antagonami receptora 5, to Tyr-Tic-Phe-Phe 
(TIPP) i Tyr-Tic-Phe-Phe-NH2 (TIPP-NH2). Ich synteza 
stanowiła przełom w poszukiwaniach antagonów recep­
tora ó o budow ie peptydowej. TIPP wykazuje nanomolo- 
we powinowactwo i wyjątkową selektywność w stosunku 
do receptora ó [45]. Jego amid, TIPP-NH2, był pierwszym 
otrzym anym  peptydem , będącym jednocześnie g-agonem i 
5-antagonem. Peptydy opioidowe o mieszanych właściwoś­
ciach g-agonistycznych/ó-antagonistycznych są uważane 
za potencjalne środki farmakologiczne o działaniu przeciw­
bólowym, nie powodujące tolerancji i uzależnienia, tak jak 
typowe opioidy [46].

Dalsza modyfikacja TIPP, polegająca na zastąpieniu Tyr 
nowym  nienaturalnym  aminokwasem, 2,6-dimetylotyrozy- 
ną (Dmt) [47], pozwoliła na otrzymanie analogu o wyjątko­
wo dużym  powinowactwie do receptora 5 i stała się prze­
łomem w syntezie analogów peptydów  opioidowych [48], 
Zastąpienie Tyr1 przez Dmt w różnych grupach peptydów  
opioidowych pozwoliło otrzymać związki o niezwykle w y­
sokiej aktywności [49-54].

Dmt

LIGANDY RECEPTORA g

Morfina była pierwszym poznanym  egzogennym ligan- 
dem receptora p, natomiast przez prawie 30 lat nie był zna­
ny żaden endogenny ligand tego receptora, pochodzący z 
organizm u ssaków.

Wczesne próby otrzymania analogów selektywnych w 
stosunku do receptora p polegały na modyfikowaniu enke­
falin. Jednym z pierwszych i jednocześnie najbardziej g-se- 
lektywnych analogów tej grupy był DAMGO (Tyr-D-Ala- 
Gly-MePhe-Gly-ol) [33],

Dermorfina (Tyr-D-Ala-Phe-Gly-Tyr-Pro-Ser-NH,), 
otrzymana ze skóry południowo-amerykańskiego gatunku 
żaby Phyllomedusa sauvagei [27] jest zaliczana do ligandów 
receptora g o wyjątkowo dużym  powinowactwie. W prze­
ciwieństwie do znanych peptydów  pochodzących z orga­
nizmów ssaków, dermorfina zawiera w  pozycji 2 resztę 
aminokwasową o konfiguracji D (tak jak 5-selektywne del- 
torfiny i dermenkefalina), co czyni ją odporną na degradację 
enzymatyczną [55].
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Przez wiele lat poszukiwania w m ózgu i innych tkankach 
ssaków endogennego liganda receptora g nie dawały ocze­
kiwanych rezultatów. Dopiero w  latach dziewięćdziesią­
tych efektem tych poszukiwań było wyizolowanie z mózgu 
dwóch peptydów: Tyr-MIF-1 (Tyr-Pro-Leu-Gly-NH,) i Tyr- 
W-MIF-1 (Tyr-Pro-Trp-Gly-NH2) o wysokiej selektywności, 
ale niskim powinowactwie do receptora g [29-31]. Systema­
tyczne podstawianie naturalnych am inokwasów w pozycje 
1, 2 i 3 tych peptydów  dało tylko nieaktywne analogi. W 
1997 r. Zadina i wsp. [23] zsyntetyzowali serię pochodnych 
Tyr-W-MIF-1, podstawionych w pozycji 4 kolejno wszyst­
kimi naturalnymi aminokwasami. Jeden z otrzymanych 
peptydów, Tyr-Pro-Trp-Phe-NH7, charakteryzował się nie­
zwykłym powinowactwem  (0,36 nM) i selektywnością do 
receptora g, a także silnymi własnościami przeciwbólowy­
mi. Ten nowy peptyd, nazwany endomorfiną-1, został na­
stępnie wyizolowany z m ózgu w raz z drugim  peptydem, 
endomorfiną-2 (Tyr-Pro-Phe-Phe-NH2), różniącym się tylko 
resztę am inokwasową w  pozycji 3. Endomorfina-1 i endo- 
morfina-2, ze względu na ich niezwykle wysoką selektyw­
ność (stosunek 5 /g  odpowiednio 4000 i 12000) i lokalizację 
w  mózgu, zostały uznane za endogenne ligandy receptora

Sekwencja aminokwasowa endomorfiny-1 i -2  różni się 
od sekwencji typowych peptydów  opioidowych, zawiera­
jących N-końcowy fragment Tyr-Gly-Gly-Phe i wolny kwas 
na C-końcu. Taka sama jak w endomorfinie-1 sekwencja 
trzech pierwszych reszt aminokwasowych (Tyr-Pro-Trp) 
znajduje się również w Tyr-W-MIF-1, ale powinowactwo 
tego peptydu do receptora g jest o 2 rzędy wielkości mniej­
sze. Identyczną jak w endomorfinie-2, N-końcową sekwen­
cję Tyr-Pro-Phe, zawiera morficeptyna, ale jej pow inow a­
ctwo do receptora g jest również znacznie niższe.

Peptydowe analogi o własnościach antagonistycznych w 
stosunku do receptora g zostały odkryte nie, jakby się tego 
należało spodziewać, poprzez modyfikacje peptydów  opio­
idowych, ale poprzez modyfikacje somatostatyny, która jak 
wykazano, wiąże się w niewielkim stopniu z receptorami 
opioidowymi w mózgu [56]. H ruby i wsp. [57] zsyntetyzo­
wali serię analogów somatostatyny, zmodyfikowanych w 
kierunku zwiększenia ich powinowactwa do receptora g z 
jednoczesnym obniżeniem powinowactwa do receptorów 
somatostatynowych. Jeden z otrzymanych analogów, CTP 
[D-Phe-c(Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Thr-Pen)-Thr-NH2], pochod­
na analogu somatostatyny RC-121, w ykazywał dużą selek­
tywność do receptora g i odporność na biodegradację [57- 
59], Dalsze modyfikacje pozwoliły na otrzymanie dwóch 
najbardziej g-selektywnych antagonów w tej grupie, CTAP 
[D-Phe-c(Cys-Tyr-D-Trp-Arg-Thr-Pen)-Thr-NH?] i CTOP 
[D-Phe-c (Cy s-T y r-D-T rp-Orn-Thr-Pen) -T hr-N H J.

Modyfikacje peptydów  opioidowych również doprow a­
dziły do otrzymania ligandów receptora p o właściwościach 
antagonistycznych [60,61].

LIGANDY RECEPTORA k

Dynorfina A (Dyn A, Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-Ile- 
Arg-Pro-Lys-Leu-Lys-Trp-Asp-Asn-Gln) była pierwszym

w yizolowanym  endogennym  ligandem receptora K-opio- 
idowego [62]. W późniejszych badaniach odkryto kolejne 
peptydy z tej grupy, dynorfinę B oraz a- i p-neoendorfiny 
[63,64]. Dyn A charakteryzuje się niezbyt wysoką selek­
tywnością w  stosunku do receptora k ,  wiąże się bowiem 
również, choć w mniejszym stopniu, z receptorami g i 5. 
Sekwencja Dyn A jest dość niezwykła, jej N-końcowy seg­
ment stanowi cząsteczka Leu-enkefaliny, zwraca też uwagę 
obecność dużej liczby reszt aminokwasowych o charakterze 
zasadowym.

Agonistyczne analogi ligandów receptora k  mają obiecu­
jące właściwości jako potencjalne środki przeciwbólowe nie 
powodujące uzależnienia, natomiast analogi antagonistycz- 
ne mogą okazać się przydatne w leczeniu uzależnienia. 
Przez długi czas próby otrzymania selektywnych antago­
nów  tego receptora nie dawały oczekiwanych rezultatów. 
Lu i wsp. [65] otrzymali ciekawe wyniki, wstawiając w po­
zycję 1 do sekwencji Dyn A(1-11)-NF12 nowy nienaturalny 
aminokwas kwas (2S)-2-metylo-3-(2,6-dimetylo-4-hydroksy

(2S)-Mdp

fenylo)propionowy [(2S)-Mdp].

W otrzym anym  analogu, nazw anym  dynantyną, N-koń- 
cowa grupa aminowa, obdarzona ładunidem dodatnim, 
została zastąpiona przez grupę metylową. Dynantyna jest 
pierwszym peptydow ym  antagonistycznym analogiem re­
ceptora k  [ 6 6 ] .

PODSUMOWANIE

Prowadzone od dziesięcioleci poszukiwania środka 
uśmierzającego silny ból, który mógłby zastąpić morfinę, a 
jednocześnie byłby bezpieczny dla organizmu, nie pow o­
dujący uzależnienia i aktywny przy podaniu doustnym, jak 
dotąd nie zakończyły się sukcesem. Przyczyniły się jednak 
do intensywnych badań nad receptorami opioidowymi i do 
odkrycia endogennych ligandów tych receptorów. Badania 
zależności pomiędzy strukturą a aktywnością biologiczną 
peptydów  opioidowych, możliwe dzięki otrzymaniu setek 
syntetycznych analogów, pozwoliły na wyselekcjonowanie 
związków o wysokim powinowactwie w stosunku do po­
szczególnych typów receptorów opioidowych. Dostępność 
tych analogów umożliwia dalsze szczegółowe badania nad 
rolą i sposobem działania opioidów w organizmie i może w 
przyszłości doprowadzić do znalezienia bezpiecznego od­
powiednika morfiny.
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ABSTRACT
Opioid receptors (p, Ô, and k )  belong to a large family of G protein-coupled receptors and play an important physiological role. Stimulation  
of these receptors triggers analgesic effects and affects the function of gastrointestinal tract. The discovery of opioid peptides, which are 
endogenous ligands of opioid receptors, including 5-selective enkephalins, K-selective dynorphins, and p-selective endomorphins, initiated  
their structure-activity relationship studies. For the last 30 years, hundreds of analogs of opioid peptides have been synthesized in an effort to 
obtain the compounds more active, selective, and resistant to biodégradation than the endogenous ligands. Different unnatural amino acids, 
as w ell as cyclisation procedures, leading to conformationaly restricted analogs, were employed. All these modifications resulted in obtaining  
very selective agonists and antagonists with high affinity at p-, ô-, and K-opioid receptors, which are extremely useful tools in further studies  
on the pharmacology of opioid receptors in a mammalian organism.
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Słowa kluczowe: ołów (Pb2+), neurotoksycz­
ność ołowiu, receptory glutam inergiczne, p róg 
bezpieczeństw a

W ykaz skrótów: AMPA (ang. 2-amino-3-hydro- 
xy-5 methyl-4-isoxazol propionic acid) — kw as 
a -am ino-3-hydroksy-5-m ety lo-4-isoksazo lo- 
propionow y; CNP (ang. 2',3'-cyclic nucleotide
3-phosphodiesterase) — fosfodiesteraza 21,3' cy­
klicznych nukleotydów  (białko W olfgrama); 
CRAC (ang. Ca2+ release activated calcium chan­
nels) — kanały aktyw ow ane przez uw olnienie 
jonów  wapnia; CREB (ang. cAMP responsive ele­
ment binding protein) — białko wiążące e lem en­
ty odpow iedzi na cAMP; DCT1 (ang. divalent 
cations transporter 1) — transporter kationów  
dw uw artościow ych; LTP (ang. long-term po- 
tentation) — długotrw ałe wzm ocnienie synap ­
tyczne; LTD (ang. long-term depression) — d łu ­
gotrw ałe osłabienie synaptyczne; NM DA (ang. 
N-methyl-D-aspartic acid) — kwas N-metylo-D- 
asparaginow y; NR2A, NR2B (ang. N M D A sub­
unit) — podjednostka receptora NMDA; Pb-B 
— stężenie ołowiu we krw i pełnej; VDCC (ang. 
voltage-dependent calcium channels) — zależne 
od potencjału kanały w apniow e

STRESZCZENIE

Prezentowana praca przedstawia ostatnie wyniki badań dotyczących neurotoksyczności 
ołow iu (Pb2+), celem zwrócenia uwagi na ten problem i podjęcia w  Polsce działań, które 

zainicjowałyby program całkowitego 'wyeliminowania' skutków zatruć ołowiem , szczegól­
nie u dzieci. W pracy dyskutowane są następstwa narażenia na ołów w  dawkach niższych  
niż przyjęte obecnie za 'bezpieczne'. O m ówiono szlak przenikania o łowiu do mózgu, skutki 
akumulacji w  neuronach, oligodendrogleju i astrogleju. Przedstawiono wpływ , jaki ołów  
wywiera na mózg powodując zaburzenia funkcji poznawczych i zdolności uczenia się skut­
kiem oddziaływania na trzy główne systemy neurotransmisji: dopaminergiczny, choliner- 
giczny i glutaminergiczny. Zaprezentowano najnowsze wyniki badań dotyczące mechani­
zm ów neurotoksyczności ołowiu, jak: w pływ  na receptory, uwalnianie neurotransmiterów, 
białka synaptyczne.

WPROWADZENIE

Skażenie środowiska ołowiem (Pb2+) stanowi dla współczesnej cywilizacji je­
den z najważniejszych problemów ekologicznych [1,2]. Pojazdy mechaniczne, 
przemysł, nowe technologie z zastosowaniem ołowiu oraz odpady przem ysło­
we pow odują utrzym ywanie się zawartości ołowiu w biosferze na wysokim 
poziomie. Aktualnie emitowany z różnych źródeł, wciąż dodaw any jest do już 
istniejącego depozytu i nie podlega praktycznie biodegradacji. Trafiając do śro­
dowiska ołów utrzymuje się w  formie aktywnej biologicznie, gdzie za pośredni­
ctwem powietrza, wody i gleby jest łatwo włączany w łańcuchy troficzne [3,4], 
Pomimo, że wiele krajów wysokorozwiniętych w prow adziło program y zmie­
rzające do obniżenia zawartości ołowiu w środowisku, przede wszystkim  po ­
przez wyeliminowanie ołowiu z benzyny, to problem przewlekłego działania 
ołowiu w  niskich dawkach wciąż pozostaje aktualny [1,2,3].

Prezentowana praca przedstawia ostatnie wyniki badań dotyczących neuro ­
toksyczności ołowiu, celem zwrócenia uwagi na ten problem i podjęcia w  Polsce 
działań, które zainicjowałyby program  mający na celu całkowite w yelim inow a­
nie zatruć ołowiem, szczególnie u dzieci.

OŁÓW JAKO NIEBEZPIECZNA TRUCIZNA ŚRODOWISKOWA

Pomimo, że w 1991 American Center for Disease Control (CDC, United States 
D epartm ent of Health and H um an Services) obniżyło próg bezpiecznego stęże­
nia ołowiu w pełnej krwi do wartości 9,94 g g /d L  [4,5], to wiele danych w ska­
zuje, że naw et przy stężeniu niższym niż dopuszczalne stanowi on zagrożenie 
dla zdrowia.

Badania dotyczące toksyczności ołowiu prow adzone są w  licznych ośrodkach 
na świecie od wielu lat. Wiadomo, że ołów zaburza metabolizm kom órkowy 
znacznie wcześniej niż pojawią się objawy ogólnoustrojowe [6,7]. Szereg m e­
chanizm ów toksycznego działania zostało już w  znacznej części wyjaśnionych 
(np. w pływ  na hemopoezę); wiele innych stanowi aktualnie przedm iot badań 
(wpływ ołowiu na narządy wydzielania wewnętrznego, nadciśnienienie tętni­
cze, występow anie kardiomiopatii czy niepłodności męskiej) [1,3,6,7],

Ostatnio najwięcej uwagi poświęca się neurotoksycznemu działaniu ołowiu, 
przy czym szczególnie dyskutowane są następstwa narażenia na ołów w daw ­
kach niższych niż przyjęte obecnie za 'bezpieczne' [8,9,10].

DIAGNOZOWANIE ZATRUCIA OŁOWIEM

Immisja ołowiu do ustroju odbywa się głównie poprzez układ oddechow y i 
pokarm owy, a następnie ołów jest transportow any przez krew do wszystkich
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tkanek. Z tego powodu pomiar stężenia ołowiu we krwi 
pełnej jest stosowany do diagnozowania zatruć oraz służy 
do określenia wielkości narażenia, zarówno w przypadku 
populacji, jak i osób zawodowo narażonych na ołów [4],

Coraz większa wiedza na temat toksycznego działania 
ołowiu doprowadziła do systematycznego obniżania do­
puszczalnego stężenia ołowiu we krwi. W latach pięćdzie­
siątych za 'norm alne', czy też nietoksyczne stężenie ołowiu 
we krwi uznawano 60-80 g g / dL, poziom ten był następnie 
wielokrotnie obniżany: do 40 pg/  dL w  1971r, 30 pg/  dL w 
1975 r, 25 p g /  dL w 1985r i w końcu do 9,94 p g /d L  w 1991
[4]. To ostatnie obniżenie wartości uznawanej za bezpieczną 
zostało oparte na wspomnianej już opinii ekspertów CDC 
opublikowanej w  1991 roku [5]. W raporcie tym  stw ierdzo­
no, że „naukowe dowody negatywnych skutków działa­
nia ołowiu u dzieci, nawet przy tak niskich stężeniach jak 
10 pg /dL , są nie do odparcia i stać się to musi główną prze­
słanką działań zmierzających do wyeliminowania naraże­
nia na ołów u dzieci". Eksperci CDC stwierdzili także, że 
„niektóre badania sugerują niekorzystne działanie ołowiu 
naw et przy stężeniach mniejszych niż 10 p g / dL (0,48 pM). 
Jednak dotychczas zgrom adzone dow ody są niewystarcza­
jące i wymagają potwierdzenia; jak dotąd nie ustalono z całą 
pewnością stężenia ołowiu we krwi, które m ożna by uznać 
za bezpieczne" [5]. W roku 2004 CDC powołała kolejną gru ­
pę ekspertów, których celem było przygotowanie raportu, 
w  którym przeprow adzono krytyczną ocenę dotychczas 
zgrom adzonych dow odów  na temat skutków zdrowotnych 
ołowiu przy stężeniu Pb-B< lO pg/dL  u dzieci [9]. Eksper­
ci potwierdzili, że istnieją jasne pośrednie i bezpośrednie 
dow ody potwierdzające związek między ołowiem we krwi 
u dzieci, a zaburzeniami pamięci, koncentracji, uczenia się 
oraz obniżonym IQ. Na podstawie tego raportu oraz innych 
doniesień w Stanach Zjednoczonych przyjęto program, któ­
ry ma na celu całkowite wyeliminowanie zatruć ołowiem u 
dzieci do roku 2010 [10,11].

Przy diagnozowaniu zatruć ołowiem ogromne znacze­
nie ma fakt, że pomimo iż pomiar stężenia ołowiu we krwi 
jest dobrym  wskaźnikiem bieżącego narażenia, to nie od ­
zwierciedla on bezpośrednio stężenia ołowiu w m ózgu [12]. 
Z wielu badań wynika, że stężenie Pb w płynie mózgowo- 
rdzeniow ym  może być znacznie wyższe niż stężenie Pb we 
krwi pełnej, np. przy stężeniu we krwi 10 g g / dL (0,48 gM), 
w  płynie mózgowo rdzeniowym  wynosi ono 14,6 g g /  dL 
(0,7 gM). Spowodowane jest to różnym  czasem połowicz­
nego okresu eliminacji ołowiu, który zależy od miejsca zde­
ponowania: we krwi wynosi około 35 dni, w  m ózgu około 2 
lata, a w  kościach od 1 roku nawet do 20-30 lat [12,13].

Jednocześnie, pomimo krótkiego okresu półtrwania oło­
wiu w e krwi, jego stężenie może utrzym ywać się na wyso­
kim poziomie przez dłuższy czas, naw et po czasowym usta­
niu ekspozycji, ze względu na mobilizację ołowiu 'zdepo ­
now anego1 w  organizmie [14]. Ma to miejsce w przypadku, 
kiedy ołów zgrom adzony w kościach dzieci może ponow ­
nie przenikać do krwi w wyniku ciągłego rozwoju szkieletu. 
W ten sposób przedłuża się czas, w  którym ołów ma dostęp 
do innych tkanek. Dlatego krótkie ekspozycje skutkują 10 
miesięcznym okresem półtrwania ołowiu we krwi pełnej, 
a przewlekłe nawet 20-38 miesięcznym okresem półtrw a­

nia [14]. Stężenie ołowiu w  m ózgu wydaje się rów nież być 
zależne od wieku zwierzęcia [14,15], ale nie jest jasne czy 
jest zależne od regionu mózgu, czy też brak jest selektywnej 
kumulacji [16,17].

OŁÓW JAKO SILNA NEUROTOKSYNA

Ołów jest uw ażany za silną neurotoksynę, która zaburza 
funkcję neuronów  i powoduje szeroki zakres d ługotrw a­
łych niekorzystnych efektów [2,11,18]. Zmiany elektrofi- 
zjologiczne, neurochemiczne i behawioralne pojawiają się 
najwcześniej u dzieci, najbardziej wrażliwych na działanie 
ołowiu [2,17-19]. Zaburzenia funkcji poznawczych i zm ia­
ny zachowań, składające się na obraz dzieci 'mniej zdol­
nych', są obserwowane już przy stężeniu ołowiu w e krwi 
10-15 g g / dL. Stwierdzono także, że pre- i postnatalna eks­
pozycja na działanie ołowiu, nawet w bardzo niskich d aw ­
kach, prow adzi do zaburzeń w  rozwoju neuropsychologicz- 
nym  oraz obniżenia IQ w wieku szkolnym [11,20,21], Mimo, 
że istnieją dane wskazujące na odwracalność niektórych 
zaburzeń [21], to terapia z zastosowaniem chelatorów oło­
w iu okazała się nieskuteczna przy leczeniu zaburzeń neuro- 
psychologicznych, obserwowanych przy stężeniach ołowiu 
we krwi pełnej m iędzy 20-45 g g /d L  u dzieci, a zaburzenia 
poznawcze obserwowano u dorosłych nawet w 50 lat po 
zatruciu ołowiem [22,23]. Ponadto uważa się, że procesy 
patologiczne utożsam iane z neurotoksycznym działaniem 
ołowiu, mogą odgrywać istotną rolę w  etiologii zachow ań 
aspołecznych [22].

Powyższe zależności pozwalają na umieszczenie ołowiu 
nie tylko na liście niebezpiecznych trucizn obecnych w śro­
dowisku [24,25], ale stawiają ołów pośród najbardziej nie­
bezpiecznych neurotoksyn, które upośledzają wyższe funk­
cje centralnego układu nerwowego [9].

SZLAK PRZENIKANIA OŁOWIU DO MÓZGU

Zdolność przenikania ołowiu do płynu śródm iąższo­
wego mózgu wynika z własności transportowych bariery 
krew-mózg, funkcjonalnej bariery utworzonej przez ko­
mórki śródbłonka naczyń włosowatych mózgu. Dzięki 
w ystępow aniu specyficznych transporterów i w ytw orze­
niu połączeń zamkniętych, kapilary mózgowe zapewniają 
selektywny transport cząsteczek hydrofilowych i jonów  z 
krwi do płynu okołokomórkowego. Komórki śródbłonka 
naczyń włosowatych m ózgu są szczególnie wrażliwe na 
uszkodzenia wywołane przez ołów i akum ulują go znacz­
nie więcej, niż inne struktury  mózgu, z wyjątkiem astrocy- 
tów będących również strukturalnym  składnikiem bariery 
[26]. Stwierdzono, że hodowle astrocytów są bardziej w raż ­
liwe na toksyczny w pływ  ołowiu w niskich stężeniach niż 
hodowle śródbłonka naczyń włosowatych mózgu [20].

Przenikanie ołowiu poprzez barierę k rew -m ózg  za ­
chodzi stosunkow o szybko, z jednoczesnym silnym dzia ­
łaniem  neurotoksycznym  [26-28]. W ykazano, że bariera 
krew -m ózg jest w ażnym  filtrem dla Pb2+ i jej niecałkowity 
rozwój czyni m łode zwierzęta szczególnie w rażliw ym i na 
neurotoksyczne działanie ołowiu. Zawartość Pb2+ w  m óz­
gu osiąga szczyt u szczurów  około 15 dni po u rodzeniu  
(PN 15) i następnie zaczyna spadać, sugerując, że po PN15
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dojrzewanie bariery krew -m ózg może ograniczać w nika­
nie Pb2+ do m ózgu [15].

MECHANIZMY PRZENIKANIA OŁOWIU DO MÓZGU

Ponieważ większość metali ciężkich przedostała się do 
środowiska skutkiem ich wydobycia i procesów przemysło­
wych, wydaje się słusznym stwierdzenie, że wyspecjalizo­
wane komórki naszego organizmu mogły nie rozwinąć fak­
tycznej zdolności do rozpoznawania fizjologicznie ważnych 
i toksycznych pierwiastków. Te ostatnie zatem są zdolne do 
wiązania się ze swoistymi miejscami w białkach transpor­
towych błony komórkowej, poprzez mechanizm naślado­
wania jonów [29]. Nieznany jest dokładnie mechanizm, za 
pomocą którego Pb2+ przechodzi przez śródbłonek bariery 
krew-m ózg, ale wynikać on może w dużej mierze ze zdol­
ności ołowiu do zastępowania wapnia (Ca2+) i cynku (Zn2+). 
Mechanizm naśladowania Ca2+ przez Pb2+ nie jest do końca 
jasny, ponieważ promień jonowy ołowiu jest 20% większy 
niż wapnia (odpowiednio 99 pm  i 120 pm). Również struk­
tura elektronowa tych dwóch pierwiastków jest różna; ołów 
ma większą zdolność do tworzenia wiązań koordynacyj­
nych, w apń tworzy głównie połączenia z tlenem, podczas 
gdy Pb2+ tworzy kompleksy również z innymi ligandami, 
szczególnie grupam i sulfydrylowymi oraz jony komplekso­
we z OH-, C1-, NO,- (C 03)2- [29].

Jednak pom im o tych różnic, wyniki wielu prac ekspe­
rym entalnych wskazują na zdolność Pb2+ do zastępow ania 
Ca2+ poprzez m.in.: (i) transport na szlakach specyficznych 
dla Ca2+ m.in. poprzez kanały aktyw ow ane przez uw olnie­
nie jonów w apnia — CRAC (ang. Ca2+ release activated chan­
nels) oraz zależne od potencjału kanały w apniow e VDCC
[30.31]; (ii) w iązanie do wielu białek zależnych od Ca2+
[27.32] (Ryc. 1).

Niektóre badania wskazują także na możliwy pasywny 
mechanizm transportu ołowiu. Deane i Bradbury [33] po­
dając szczurom ołów dożylnie, jak i perfundując naczynia 
jednej półkuli mózgu stwierdzili, że transport ołowiu przez 
barierę krew -m ózg był niezależny od stężenia Ca2+ i Mg2+ 
oraz niewrażliwy na działanie blokerów kanału w apniow e­
go i inhibitorów wymieniaczy anionowych. Autorzy stwier­
dzili, że efekt depolaryzacji błony wywołany przez K+ i pH  
wskazywać może, że ołów jest transportowany głównie 
jako małocząsteczkowy kompleks Pb(OH)+.

Gunshin i wsp. [34] zidentyfikowali u szczurów białko 
transportowe — DCT1 transporter kationów dwuwartoś- 
ciowych (ang. divalent cations transporter 1), które charak­
teryzuje się niezwykle szeroką swoistością substratową i 
może transportować Fe2+, Zn2+, M n2+, Co2+, Cd2+, Cu2+, Ni2+ 
oraz Pb2+. DCT1 pośredniczy w transporcie aktywnym, 
zależnym od potencjału błony komórkowej i sprzężonym 
z transportem protonów. Białko DCT1 należące do rodzi­
ny białek makrofagowych związanych z naturalną odpor­
nością (ang. natural-resistance-associated macrophage protein 
— Nramp), składające się z 561 reszt aminokwasowych 
posiada przypuszczalnie 12 dom en transbłonowych, a jego 
ekspresję stwierdzono we wszystkich komórkach. Ekspresja 
tego białka jest zwiększona przy niedoborze żelaza w diecie 
i przypuszcza się, że może być ono kluczowym pośred­

nikiem w absorpcji jelitowej żelaza. Należące do tej samej 
rodziny, niedawno zidentyfikowane białko-transporter 1 
metali dw u wartościowych (ang. divalent metal transporter 1) 
— D M Tl(N ram p2/D C Tl), pełniące ważną rolę w  transpor­
cie żelaza w mózgu [35], posiada również wysoką zdolność 
transportu ołowiu, kiedy ulega ekspresji w  oocytach Xeno- 
pus laevis [34], drożdżach i fibroblastach człowieka [36].

Badania z zastosowaniem inhibitorów metabolicznych w 
tkankach zwierząt poddanych wcześniejszej ekspozycji na 
ołów wskazują na dużą rolę pom py Ca2+ zależnej od ATP w 
transporcie zw rotnym  ołowiu [26,28].

AKUMULACJA OŁOWIU W ASTROGLEJU, 
OLIGODENDROGLEJU I NEURONACH

Przekroczenie bariery krew -m ózg przez Pb2+ skutku ­
je znaczącą jego akumulacją w mózgu. Jednocześnie jego 
stężenie w m ózgu nie zmienia się gwałtownie, naw et jeśli 
poziom  ołowiu we krwi spada skutkiem  ustania ekspozy­
cji. Toksyczny w pływ  ołowiu dotyczy nie tylko neuronów , 
ale również oligodendrogleju i astrogleju [37], Ekspozy­
cja na ołów opóźnia różnicowanie się glejowych komórek 
progenitorow ych [38], stw ierdzono także, że kom órki pro- 
genitorowe oligodendrogleju in vitro są znacznie bardziej 
w rażliwe na ołów, niż hodow le dojrzałych oligodendrocy- 
tów [38],

ASTROGLEJ

Na podstaw ie w yników  wielu badań  prow adzonych 
na hodow lach neuronów , astrogleju oraz liniach neuro ­
blastom a w ysunięto hipotezę, że astrocyty m ogą pełnić 
funkcję 'zb iornika ' ołowiu w  dojrzałym  m ózgu [38,39]. 
Poprzez kanały VDCC typu  L [40], ołów m oże przenikać 
do w nętrza astrocytów, które g rom adzą i izolują ołów 
poza m itochondriam i, chroniąc nie tylko w łasne procesy 
oddechow e, ale znacznie w rażliw sze neurony  [41]. N ie­
dojrzały astroglej (w odróżnieniu  od neuronów ) w sposób 
uprzyw ilejow any grom adzi ołów. Różnica ta w yw odzi się 
raczej z właściwości tych dw óch różnych typów  kom órek 
niż z cytoarchitektury m ózgu [41]. S tw ierdzono także 
znacznie w yższe stężenie ołowiu w  astrocytach in vitro, 
niż w  m edium , jak rów nież w  m łodszych astrocytach niż 
w  starszych [39]. Jednakże zdolność astrocytów  do gro ­
m adzenia ołowiu p raw dopodobnie  w zrasta  w raz  z ich 
dojrzew aniem  i interakcją z neuronam i [41]. Podczas gdy 
akum ulacja ołowiu może początkow o chronić neurony 
przed toksycznym  działaniem  ołowiu, to p rzechow yw a­
ny w kom órkach glejowych ołów może być w ciąż uw al­
niany i uszkadzać pobliskie neurony  [42], D odatkow o 
wiele funkcji jakie pełnią astrocyty (sekrecja czynników  
w zrostu, transport neuroprzekaźników ) m oże być ha ­
m ow anych przez ołów, co ma swój udział we w spom nia ­
nych wcześniej zaburzeniach pamięci i uczenia się [43], 
D odatkow o, astrocyty m odulują aktyw ność synaptycz­
ną i potencjalną ekscytotoksyczność poprzez pobieranie 
uwolnionego glu tam inianu i przekształcanie w  glutam inę 
dzięki aktywności syntetazy glutam inowej. Stw ierdzono, 
że ołów w stężeniu 0,25-1,0 gM pow oduje w hodow lach 
7-21 dniow ych zależny od daw ki i czasu ekspozycji spa ­
dek aktywności tego enzym u [44].
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OLIGODENDROGLEJ

Komórki oligodendrogleju odpow iadają na zatrucie 
ołowiem bezpośrednio lub pośrednio, co może uszkadzać 
funkcjonowanie mózgu. U dojrzałych szczurów z w y ­
kształcona barierą k rew /m ó zg  stw ierdzono w  w arunkach 
przewlekłego zatrucia ołowiem (stężenie ołowiu we krwi 
— 38,2pg/ dL — co odpow iada Pb-B w środow iskow ym  
narażeniu; w  hom ogenatach m ózgu — 0,03 g g /  g mokrej 
masy i w  mielinie 0,6 g g /g  mokrej masy) nagrom adzenie 
Pb w mielinie oraz powstanie zm ian w obrazie morfolo­
gicznym osłonek mielinowych i oligodendrocytów  [45]. 
Bezpośrednią przyczyną zm ian w budow ie mieliny był, 
wg autorów , w zrost płynności błon otoczek mielinowych. 
Przypuszczalny mechanizm zaburzenia płynności błony, 
a w  konsekwencji zm ian ich struktury, polega na bloko­
w aniu białkowych grup -SH mieliny i tw orzeniu w iązań 
typu  S-Pb-S, wzrostu poziomu fosfatydyloetanoloam iny i 
w zrostu  stosunku fosfatydyloetanoloaminy do fosfatydy- 
locholiny oraz obniżenia ekspresji i aktywności fosfodie- 
sterazy 2', 3' cyklicznych nukleotydów  (CNP, białko Wolf- 
grama) [46]. W ośrodkow ym  układzie nerw ow ym  CNP 
obecna jest w oligodendrocytach i mielinie. Lokalizacja 
oraz w ystępow anie w  cząsteczce CNP dom en charaktery­
stycznych dla białek G wiążących GTP, sugeruje aktyw ny 
udział tego białka w  przenoszeniu sygnałów w ew nątrzko ­
mórkowych. Umiejscowienie w sąsiedztw ie F-aktyny i mi- 
krotubul w  oligodendrocytach sugeruje także udział CNP 
w form ow aniu cytoszkieletu [46]. Jednakże biologiczna 
rola aktywności enzymatycznej CNPazy jest niejasna, po ­
niew aż dotychczas nie wykryto w m ózgu 2', 3' nukleoty­
dów  — substratów  dla CNPazy. Stwierdzono również, że 
CNP posiada dw ie z trzech dom en wiążących GTP, co su ­

Synapsa Neurotransmitery 
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Rycina 1. Przypuszczalne miejsca działania ołowiu na neuron. Wpływ ołowiu na 
przekaźniki pierwszego, drugiego i trzeciego rzędu wg. Finkelstein i wsp. [88].

gerowałoby brak związku z miejscem katalitycznym tego 
enzym u, stąd rozw ażana jest hipoteza o innej niż enzym a­
tyczna funkcji tego białka w m ózgu [46].

NEURONY

Ołów również łatwo przenika do samych neuronów. 
Mazzolini i wsp. [31] badali z użyciem znacznika fluore­
scencyjnego fura-2 szlak wnikania ołowiu do kom órek 
ziarnistych kory m óżdżku pochodzących od 8-dniowych 
szczurów. Związanie Pb2+ przesuw ało pik pobudzenia 
fura-2 w kierunku mniejszej długości fali o charaktery­
styce podobnej jak dla Ca2+ i Cd2+, poniew aż pow inow a­
ctwo Pb2+ do fura-2 jest 5 razy wyższe niż dla Ca2+. Dalsze 
pobieranie ołowiu było znoszone przez mający zdolność 
przenikania przez błonę chelator metali ciężkich tetra- 
kis(2-pyridylometylo)etylenodiaminę (TPEN), którego po ­
w inow actw o do ołowiu jest 10-krotnie wyższe niż dla Ca2+
1 Mg2+ [47], Badania te pozwoliły stwierdzić, że Pb2+prze­
nika błonę kom órkow ą komórek ziarnistych kory m óżdż­
ku trzem a głównym i szlakami: i) niespecyficznym- przy 
braku stym ulatorów  ii) poprzez kanały VDCC iii) poprzez 
kanały NMDA [47]. Na pobieranie Pb2+nie wpływ ały ni- 
m odypina ani też BayK8644, ale pobieranie było osłabione 
w obecności co-agatoksyny IVA, co wskazuje na zaangażo­
w anie receptora VDCC typu  nie-L, który dominuje w  tych 
komórkach. W badanych komórkach Pb2+w stężeniach ok. 
10pM pow odow ał zależną od czasu, dawki i stym ulatora 
saturację barwnika, co wskazuje, że w ew nątrzkom órkow y 
Pb2+ łatwo osiąga w  neuronach stężenia w  zakresie mikro- 
m olarnym  [47].

MOLEKULARNE MECHANIZMY 
NEUROTOKSYCZNOŚCI OŁOWIU

WPŁYW NA RECEPTORY

Wpływ, jaki ołów wywiera na mózg powodując zabu­
rzenia poznawcze, jest związany z jego oddziaływaniem 
na trzy główne systemy neurotransmisji: dopaminergiczny, 
cholinergiczny i glutaminergiczny [17,48,49] (Ryc. 1).

W pobudzającym układzie glutaminergicznym stwier­
dzono istotny wzrost gęstości receptorów jonotropowych 
typu AMPA (kwas a-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-iso- 
ksazolopropionowy) w m ózgu szczurów, które poddano
2 tyg. ekspozycji na ołów i spadek gęstości tego receptora 
po przewlekłej ekspozycji [50]. Również gęstość receptora 
NMDA w mózgach dorosłych szczurów wzrastała po chro­
nicznej ekspozycji na ołów — poczynając od urodzenia do 
uzyskania przez nie dojrzałości [49], W hodowlach komó­
rek dopaminergicznych śródmózgowia poddanych ciągłej 
ekspozycji na ołów w stężeniu 0,3 pM (6,25pg/dL) zaobser­
wowano zmniejszone uwalnianie dopaminy; wzrost liczby 
m artwych komórek, nekrozę i w mniejszej liczbie komórek 
apoptozę [51].

ROLA RECEPTORÓW NMDA W 
TOKSYCZNOŚCI OŁOWIOWEJ

Wyniki w ielu prac wskazują na receptory NMDA jako 
główny cel oddziaływ ania ołowiu w neuronach CUN [11, 
30,48,52]. Receptory te poprzez w pływ  na funkcję zw iąza­
nego z nimi kanału jonowego przepuszczalnego dla Ca2+,

Postępy Biochemii 52 (3) 2006 323http://rcin.org.pl



N a+, K+odgrywają główną rolę w szybkim  przekaźnictw ie 
synaptycznym  i są kluczowe w procesach zw iązanych z 
tworzeniem  sieci neuronów, plastyczności synaptycznej, a 
w konsekwencji w procesach uczenia się i pamięci. Do ak­
tywacji receptorów NMDA konieczna jest obecność dw óch 
koagonistów (kwasu glutam inow ego i glicyny) oraz u su ­
nięcie blokady Mg2+ zachodzące skutkiem  depolaryzacji 
błony komórkowej. Ponieważ kanał receptora jest p rze ­
puszczalny dla jonów Ca2+, jego otwarcie p row adzi w  ko­
mórce do aktywacji wielu w apniozależnych enzym ów  (ki­
naz, kalm oduliny, fosfolipaz, kalpainy). W konsekwencji 
zostają uruchom ione procesy biochemiczne prow adzące 
do zm ian czynnościowych synapsy. N adm ierna  ak tyw a­
cja tych receptorów może w yw oływ ać niekontrolow any 
wzrost w ew nątrzkom órkow ego stężenia jonów  N a+ i Ca2+, 
mogący prow adzić naw et do śm iertelnego uszkodzenia  
neuronów  (ekscytotoksyczność) [49]. Ostatnie badania  
wskazują także, że wysoki poziom  w ew nątrzkom órko ­
wego w apnia nie jest jedyną przyczyną toksyczności, w 
której pośredniczy receptor glutam inianow y. Podczas gdy 
długotrw ała aktywacja synaptycznych receptorów  glu- 
tam inianowych rozpoczyna szlak sygnalizacji jądrowej 
fosforylacji CREB (białko wiążące elem enty odpow iedzi 
na cAMP — cAMP Responsive Element Binding protein) 
i aktywacji licznych genów, przenoszenie sygnału przez 
postsynaptyczny receptor g lu tam inianow y swoiście blo­
kuje ciąg reakcji umożliwiających przeżycie kom órki [53] 
(Ryc. 1).

Receptory NMDA posiadają dużą liczbę odrębnych 
miejsc wiążących dla endogennych i egzogennych ligan­
dów, które modyfikują ich funkcje i czynią je celem dla neu- 
rotoksycznych ksenobiotyków, takich jak ołów.

Stwierdzono, że kanały receptora są allosterycznie ham o­
wane przez cynk (Zn2+) [54], Proces ten ma przebieg dw ufa ­
zowy. W niższych stężeniach (<10gM) Zn2+działa poprzez 
miejsce wiążące znajdujące się na zew nątrz kanału recep­
tora, niezależnie od potencjału błonowego (interakcja allo- 
steryczna z miejscem GLYB, która w ywołuje zmniejszenie 
powinowactwa do glicyny). W większych stężeniach Z n2+ 
blokuje kanał receptora bezpośrednio, a efekt ten jest nie­
zależny od potencjału błonowego. Ostatnie badania w ska­
zują, że może on sprawować kontrolę pobudliwości błony, 
w której pośredniczy glutaminian, zarów no tonicznie jak i 
fazowo [54].

Zewnątrzkomórkowy magnez (Mg2+) m a zdolność blo­
kowania kanału receptora zależnie od potencjału. U sunię­
cie blokady magnezowej umożliwia dopiero odpow iednio 
duża depolaryzacja błony komórkowej. Stąd receptor może 
funkcjonować jako swoisty detektor statusu elektrycznego 
neuronów.

W pływ innych metali na kanały jonowe receptora 
NMDA jest charakteryzowany jako podobny do działania 
Mg2+ (zależny od potencjału) lub Zn2+ (niezależny od poten­
cjału). Interakcja dw u wartościowych kationów z receptora­
mi glutaminianowymi wykazuje podobieństw o do innych 
czynników modulujących, jak poliaminy, fenyloetyloamina 
i protony, co sugeruje istnienie konwergencji podlegających 
modulacji miejsc receptorów NMDA [52].

W badaniach na szczurach stwierdzono, że ołów już w 
stężeniach mikromolarnych blokuje przepływ przez kanały 
jonowe receptorów NMDA [30,48,52]. W spom niana wcześ­
niej zdolność ołowiu do naśladowania Zn2+ m oże odgrywać 
kluczową rolę w  tym procesie. Bezpośredni, niezależny od 
potencjału w pływ  Pb2+ na receptor NMDA zachodzi praw ­
dopodobnie poprzez miejsca wiążące dla cynku zlokalizo­
w ane na końcu aminowym łańcucha białkowego [54]. W 
przeciwieństwie do cynku, który hamuje kanały receptora 
NMDA (podjednostkę NR2A) z powinowactwem  o kilka 
rzędów wielkości wyższym  niż dla innych typów  kanałów 
glutaminianowych, Pb2+ ma zbliżone powinowactwo do 
podjednostek NR2A i NR2B receptora NMDA. Ostatnie ba­
dania [55] pozwoliły na identyfikację miejsca wiążącego dla 
Zn2+ o niższym powinowactwie w  części N-końcowej pod ­
jednostki NR2B, które wykazuje podobieństwa do miejsca 
wiążącego o wysokim powinowactwie Zn2+w podjednostce 
NR2A. Dlatego jest możliwe, że w interakcji z jonami oło­
wiu biorą udział homologiczne reszty w  tych dwóch pod- 
jednostkach, co prowadzi do zablokowania niezależnej od 
potencjału aktywności kanału i stabilizuje konfigurację za­
mkniętą kanału [56].

Szlaki, na których wszystkie te oddziaływania skutku­
ją zmianami w rozwoju czynności poznawczych są wciąż 
częściowo nieznane, ale ostatnie doniesienia wskazują, że 
receptory neurotransm iterów oraz białka zależne od jonów 
wapniowych stanowią istotny cel działania jonów ołowiu 
[30,48,52].

WPŁYW NA PROCESY PLASTYCZNOŚCI SYNAPTYCZNEJ

Podstawowe znaczenie w  procesach plastyczności mają 
zmiany wewnątrzkom órkowego stężenia jonów w apnio ­
wych, mogące poprzez aktywacje odmiennych kaskad 
biochemicznych wzmagać lub osłabiać transmisję synap­
tyczną. Krótkotrwałe, duże stężenie jonów Ca2+ w  neuro ­
nie postsynaptycznym, aktywujące kinazy białkowe, jest 
warunkiem  koniecznym do indukcji LTP (ang. long-term 
potentation — długotrwałego wzmocnienia synaptycznego). 
Umiarkowany, lecz dłużej trwający wzrost stężenia jonów 
Ca2+ pobudza preferencyjnie reakcje defosforylacji (poprzez 
aktywację fosfataz) i prow adzi do osłabienia transmisji sy­
naptycznej LTD (ang. long-term depression — długotrwałego 
osłabienia synaptycznego). LTP jest jednym  z podstaw o­
wych zjawisk neuronalnych, leżących u podstaw y przynaj­
mniej niektórych form uczenia się i pamięci i jest stosowane 
jako ich model [57].

Wpływ, jaki wywiera ołów na mózg powodując zabu­
rzenia poznawcze jest związany z upośledzeniem  LTP i to 
zarówno w  warunkach ostrego zatrucia in vitro, jak i ex vivo, 
z  użyciem tkanek chronicznie eksponowanych zwierząt 
[58,59]. W modelach ex vivo h ipokam pa szczurów ołów w y­
woływał spadek am plitudy i podniesienie progu LTP [59]. 
Mechanizm blokady LTP nie był jasny we wcześniejszych 
badaniach, ponieważ stężenie ołowiu, które całkowicie blo­
kowało LTP nie miało w pływ u na prąd NMDA [60]. Jed­
nakże, nowsze badania wykazały znacząco niższą wartość 
IC50, przy której ołów blokuje przepływ  kanału związanego 
z receptorem NMDA [60]. W dodatku istnieją dow ody na to,
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że zależne od NMDA formy plastyczności synaptycznej są 
bardziej podatne na chroniczne narażenie na ołów, niż pro ­
cesy niezależne od NMDA [61]. Oprócz tego mechanizmy 
związane z deficytem LTP u zwierząt narażonych na ołów 
wydają się zlokalizowane postsynaptycznie i pociągają za 
sobą ham ow anie prądu NMDA.

Przewlekłe narażenie szczurów na niskie dawki ołowiu 
zmienia rów nież LTD — zależny od aktywności spadek 
skuteczności synaptycznej (ang. synaptic efficacy), który za­
chodzi w  neuronach CA1 hipokampa, jak również w innych 
częściach mózgu. Zjawisko to zostało zbadane in vitro w 
płatach hipokam pa szczurów ex vivo eksponowanych na 
ołów [62,63]. Dwa komponenty LTD, to jest NMDA zależ­
ny i VDCC zależny, mogą być zmienione przez uprzednie 
narażenie na ołów zarówno w obszarze CA1 jak i zakrętu 
zębatego (ang. dentate gyrus), co jest zgodne ze specyficz­
nym działaniem  ołowiu wywieranym  na kanały receptorów 
NMDA i VDCC [63],

WPŁYW NA UWALNIANIE NEUROTRANSMITERÓW

Ołów ham uje związane z Ca2+ uwalnianie neurotransmi- 
terów: acetylocholiny, dopaminy, glutaminianu, GABA [64], 
ale również zwiększa podstaw ow e ich uwalnianie [27]. Po­
mimo, że m echanizm  tego działania ołowiu nie jest znany, 
to w iadom o, że wpływa on na kanały presynaptyczne zaan­
gażowane w  uwalnianie neurotransm iterów [65]. Poprzez 
aktywację kinazy białkowej C (PKC) ołów może pow odo­
wać w zrost puli uwalnianych pęcherzyków synaptycznych 
w komórkach chromafinowych [66], jednak synaptosomy 
wyizolowane z mózgów szczurów eksponowanych przez 
3 miesiące na ołów miały mniejszą liczbę pęcherzyków sy­
naptycznych i uszkodzone mitochondria [67], Stwierdzono 
także w zrost aktywności Na+/K +ATPazy oraz hamowanie 
Ca2+ATPazy w synaptosomach [68].

W badaniach patch clamp neuronów  hipokam pa szczu­
rów stw ierdzono, że ołów wywierał podwójny w pływ  na 
uwalnianie neurotrasmiterów: zwiększał ich podstaw ow e 
uwalnianie (ang. TTX-insensitive) i upośledzał stym ulow a­
ne uw alnianie neurotransm iterów (ang. TTX-sensitive) [69]. 
Jednocześnie stwierdzono, że jony ołowiu w  stężeniu na­
w et tak niskim, jak 100 nM ułatwiają zależne od potencjału 
uw alnianie GABA i glutaminianu. Stosunkowo długi okres 
latencji i niezależność od jonów Ca2+ sugeruje, że mechanizm 
odpow iedzialny za ten proces jest urucham iany przez inter­
akcje ołowiu z wewnątrzkom órkowym i strukturam i umiej­
scowionymi presynaptycznie [52], W ykazano także wysoką 
zdolność ołowiu do zastępowania Ca2+ w urucham ianiu 
uw alniania katecholamin w pęcherzykach synaptycznych 
komórek chromafinowych [70]. Potencjalnym celem ołowiu 
w tej fazie zatrucia jest przypuszczalnie kilka białek synap­
tycznych, które biorą udział w  regulacji uw alniania transm i­
terów. M echanizm  hamowania stym ulowanego uwalniania 
neurotransm iterów  ma krótki okres latencji, co wskazuje na 
zew nątrzkom órkow e miejsce wiązania ołowiu i zależy od 
zew nątrzkom órkow ego stężenia Ca2+ [69]. M echanizm ten 
jest odw racalny poprzez zastosowanie zewnętrznych che- 
latorów w apn ia  i posiada IC50 między 50 a 100 nM [71]. 
Wszystkie te fakty, w  tym zakres stężenia, doprowadziły 
do wysunięcia hipotezy, że ham owanie stym ulowanego

uw alniania może zachodzić dzięki zdolności ołowiu do blo­
kowania kanałów VDCC [71]. Hamowanie kanałów VDCC 
wyjaśniałby rów nież spadek stymulowanego uwalniania 
neurotransm iterów  u chronicznie narażonych zwierząt, 
m imo braku bezpośrednich dow odów  [72],

Zdolność ołow iu do blokowania kanałów VDCC w yka­
zano w hodow lach  szczurzych neuronów  pochodzących 
z korzeni grzbietow ych nerw ów  rdzeniowych (ang. dorsal 
root ganglion cells). W badaniach path  clamp stwierdzono, 
że IC50 dla Pb2+ blokujące prąd  w apniow y kanałów typu 
N i L wynosiło  0,64gM. Kanały typu T były nieco mniej 
w rażliw e na ołów (IC50 6gM). Stężenie ołowiu, które cał­
kowicie blokow ało kanał VDCC nie miało w pływ u na ka­
nały sodow y i potasow y, było natom iast wysoce zależne 
od napięcia i odw racalne. Stąd proponow any przez auto ­
rów  m echanizm  b lokady kanału VDCC wydaje się polegać 
na w iązaniu  się Pb2+ z miejscami wiążącymi dla w apnia 
w ew nątrz  kanału  z w iększą siłą niż w apń, co uniem ożli­
w ia w nikanie Ca2+ [71].

WPŁYW NA BIAŁKA SYNAPTYCZNE

N eurotoksyczny w pływ  Pb2+ nie ogranicza się tylko do 
specyficznych, pojedynczych białek, ale angażuje wiele 
białek i białkow ych kom pleksów. W synapsach glutami- 
nergicznych zidentyfikow ano struktury  białkowe, które 
nazw ano od ich obrazu w  m ikroskopie elektronowym: gę­
stości postsynaptyczne (ang. postsynaptic densities). Struk­
tu ry  te zaw ierają postsynaptyczne receptory i w spółdzia­
łające z nimi cytoplazm atyczne białka, takie jak kinazy 
białkowe, które regulują funkcje receptora. W spółdziałanie 
tych białek zostało scharakteryzow ane w mózgach szczu­
rów  [73], W ostatnich pracach receptory NMDA uw aża się 
za część w ielobiałkow ych kom pleksów sygnalizacyjnych 
[74], których rola w  procesach przechow yw ania inform a­
cji, uczenia się i pam ięci jest przedm iotem  intensywnych 
badań. Ten olbrzym i kom pleks sygnalizacyjny obejmuje 
różne typy białek, włączając receptory neurotransm ite­
rów , enzym y, białka cytoszkieletu i inne [56]. Dlatego też 
w pływ  Pb2+ na receptory NMDA, izoformy PKC, czy też 
inne białka synaptyczne nie może być rozpatryw any jako 
osobne zjawiska, ale jako część kompleksowego ataku na 
m echanizm y plastyczności synaptycznej. Może to skutko­
wać d ługo trw ałym  uszkodzeniem , naw et w  w arunkach i 
na poziom ie ekspozycji, przy której nie zachodzi bezpo­
średni efekt toksyczny [52].

Ołów i w apń  w spółzawodniczą o miejsca wiążące w 
białkach posiadających dw a podobne miejsca wiążące Ca2+, 
u tw orzone przez dw ie helisy i łączącą je pętlę, znane jako 
m otyw  dłoni EF. Białka te stanowią olbrzymią rodzinę białek 
cytoplazm atycznych wiążących jony. Stwierdzono, że ołów 
w  stężeniach nanom olarnych zastępuje w apń w aktywacji 
kalmoduliny, w  w yższych stężeniach wydaje się hamować 
aktywność tego enzym u [32], Dowiedziono także, że ołów 
w  nanom olarnych stężeniach stymuluje uruchamianą przez 
kalm odulinę fosforylację i zależną od kalmoduliny aktywa­
cję fosfodiesterazy [32], Ta interakcja mogłaby wystarczyć 
do zwiększenia gotowości pęcherzyków synaptycznych do 
uw alniania neurotransm iterów , w  ten sposób zwiększając 
am plitudę spontanicznych prądów  synaptycznych.
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Jony ołowiu w stężeniu nanomolarnym mogą również 
zmieniać zdolność wiązania w apnia przez synaptogaminę 
[74,75]. W miejscu presynaptycznym, zależna od wapnia 
interakcja między synaptogaminą i fosfolipidami prowadzi 
do fuzji pęcherzyków synaptycznych z błoną komórkową. 
Nanomolarne stężenia ołowiu wywołują interakcję synap- 
togaminy z fosfolipidami liposomów [76], co sugeruje, że 
ołów może ingerować w mechanizm synaptyczny poprzez 
to białko.

WPŁYW NA AKTYWNOŚĆ KINAZY BIAŁKOWEJ C

Ołów oddziałuje na izoenzymy kinazy białkowej C 
(PKC), prawdopodobnie przez różne miejsca wiążące. W 
stężeniach pikomolarnych jest on skutecznym aktywatorem 
kinazy białkowej C, ale hamuje ten enzym przy stężeniach 
mikromolarnych, praw dopodobnie poprzez inny mecha­
nizm niż współzawodniczenie z Ca2+ [77,78]. Te wyraźnie 
pozostające w  sprzeczności obserwacje doprowadziły do 
zaproponowania modelu, w  którym ołów jest częściowym 
agonistą PKC, zdolnym zarówno do aktywacji, jak i ham o­
wania tego enzym u [79].

Jak dotąd zostało opisanych więcej niż 10 form PKC [80], 
W śród nich formy 'konwencjonalne' (a, p, y) są norm al­
nie aktyw ow ane przez m odulatory zew nątrzkom órkow e 
(hormony, neurotransm itery, etc.) przez kaskadę reakcji 
zależnych od wapnia. Bezpośrednim aktyw atorem  w e­
w nątrzkom órkow ym  jest diacyloglicerol, którego w pływ  
może być naśladow any np. przez estry forbolowe. N ie­
daw no odkryte izoformy PKC (5, 0, r|, e) są wrażliw e na 
diacyloglicerol, ale są niewrażliwe na w apń, podczas gdy 
atypow e formy ć  g są niezależnie zarów no od w apnia jak 
i diacyloglicerolu. Ołów działa praw dopodobnie  poprzez 
w spółdziałanie z dw om a koordynującymi miejscami C al i 
Ca2 w ew nątrz dom eny C2 PKC. Ołów częściowo aktywuje 
ten enzym, wykazując wysokie pow inow actw o do miejsca 
Ca2 i inhibuje aktywność zależną od dw uw artościow ych 
kationów poprzez interakcję (przy stężeniach nanom olar- 
nych) z miejscem Ca2 w  dom enie C2. Dodatkowo, hamuje 
on podstaw ow ą aktywność kinazy poprzez interakcję z 
dom eną katalityczną (w stężeniu mikromolarnym). W w y­
niku tego, ołów ma zdolność do zarów no aktywacji, jak i 
ham ow ania konwencjonalnych kinaz C; w  przypadku  nie­
konwencjonalnych i nietypowych podtypów  PKC ma on 
tylko zdolność hamującą [80],

Aktywacja PKC ułatw ia spontaniczne uw alnianie trans­
m iterów w kilku obszarach mózgu. Zaobserw ow ano tak­
że, że ołów wywołuje sekrecję adrenaliny w komórkach 
chromafinowych, praw dopodobnie  poprzez mechanizm 
urucham iany przez PKC [79]. Ostatnie badania sugerują, 
że wyw ołane przez ołów zm iany w  ekspresji genu i biał­
ka PKCy są skorelowane z w yw ołanym  przez ołów up o ­
śledzeniem w podtrzym yw aniu  (ale nie w indukcji) LTP i 
zm ianam i w  uczeniu przestrzennym  (ang. spatial learning) 
[81]. Zmiany w aktywności PKC mogą być skorelowa­
ne z modyfikacją ekspresji genów wczesnej odpow iedzi 
(ang. Immediate Early Response Genes — IERG) oraz zm ia­
nami ekspresji innych genów [75]. W komórkach PC12 i 
astrocytach człowieka ekspresja IERG była indukow ana

przez ołów poprzez aktywację PKC ó i £, ale nie poprzez 
a  i (3 [82]. Stwierdzono również, że ołów podnosi poziom 
mRNA genów wczesnej odpow iedzi fos i jun, może także 
ham ować napraw ę DNA i wywierać pośredni genotok- 
syczny wpływ , działając jako kom utagen wraz z prom ie­
niow aniem  ultrafioletowym, czy też czynnikami alkilu­
jącymi [83]. H am ow anie napraw y DNA przez ołów jest 
związane z zaburzeniem  etapów  polimeryzacji i ligacji w 
procesie wycinania zasad [84] (Ryc. 1).

CZY ISTNIEJE BEZPIECZNY PRÓG 
STĘŻENIA OŁOWIU WE KRWI?

W edług raportu CDC [5], za obecnie obowiązujący, do­
puszczalny poziom ołowiu we krwi uw aża się 9,94 pg/dL . 
Jednakże wyniki dotychczasowych badań sugerują, że nie 
można wskazać aktualnie bezpiecznego progu ołowiu we 
krwi, ponieważ istnieją poważne dow ody toksycznego 
działania ołowiu w  układzie nerw ow ym  w stężeniach niż­
szych niż 10 g g /d L  [9,85].

Jak w spom niano już wcześniej, stosunkowo krótki okres 
półtrwania ołowiu we krwi (kilka tygodni) i czas, w  którym 
można określić jego stężenie we krwi, może być znacznie 
krótszy niż jego toksyczne działanie w  mózgu. Raz zdepo­
nowany w tkance nerwowej jest eliminowany bardzo po ­
woli, z pow odu dwuletniego okresu półtrwania i dodatko­
wo nie może być również usunięty z mózgu przez czynniki 
chelatujące. Dlatego też, nawet jeśli stężenie ołowiu we krwi 
spada do zdawało by się nieznaczących poziomów, to ołów 
zdeponow any w  m ózgu wciąż wywiera swój neurotoksycz- 
ny wpływ. Co za tym idzie, gdy obserwujemy podw yższo­
ny poziom ołowiu we krwi, jest już zbyt późno by zapobiec 
jego szkodliwemu działaniu, przede wszystkim w  rozwi­
jającym się m ózgu dziecka. W świetle przedstawionych 
wyników badań nie jest zaskakującym fakt, iż nie można 
określić progu bezpieczeństwa i jakiekolwiek narażenie na 
ołów, szczególnie u dzieci, musi być uważane za potencjal­
nie szkodliwe dla rozwijającego się centralnego układu ner­
wowego [9].

Ramka 1. Szczególna wrażliwość rozwijającego się 
mózgu na ołów wynika z: 1. Wyższej absorpcji ołowiu 
drogą pokarm ową (dorośli 10%, dzieci do 50%) i większej 
przenikalności bariery krew-mózg dla Pb2+; 2. Mniejszej de- 
pozycji ołowiu w kościach i zębach (dorośli ok. 90%, dzieci 
ok. 70%) i ciągłej „endogennej kontaminacji" skutkiem 
uwalniania ołowiu w czasie w zrostu i rozwoju szkieletu; 3. 
Większej wrażliwości na zaburzenia synaptyczne w klucz­
owym  okresie tworzenia połączeń synaptycznych.

Ramka 2. Mechanizmy i skutki neurotoksycznego 
działania ołowiu: 1. w spółzawodnictwo o miejsca wiążące 
Ca+2 w białkach zależnych od wapnia; 2. kompetycyjne 
wiązanie Pb+2 w  miejsce Z n+2 i M g+2; 3. tworzenie kom ­
pleksów z grupam i -SH , -COOH białek; 4. zaburzenie 
regulacji transkrypcji; 5. stymulacja uwalniania Ca+2 
z mitochondriów i zaburzenia homeostazy wapniowej; 
6. bezpośrednie uszkodzenie m itochondriów i błony mi- 
tochondriałnej; 7. upośledzenie metabolizmu energety­
cznego komórek; 8. ham owanie aktywności enzym ów 
antyoksydacyjnych; 9. ułatwianie szerzenia się reakcji
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wolnorodnikowych; 10. zaburzenie syntezy wtórnych 
przekaźników; 11. zaburzenia metabolizmu lipidów; 
12. apoptoza; 13. ekscytotoksyczność; 14. upośledzenie 
procesów przechowywania i uwalniania neurotransmit- 
erów; 15. zaburzenie gęstości receptorów neurotrans- 
miterów; 16. upośledzenie rozwoju i metabolizmu oli- 
godendrocytów; 17. upośledzenie procesów mielinizacji; 
18. zaburzenie struktury i upośledzenie funkcji bariery 
krew-mózg; 19. obniżenie IQ; 20. upośledzenie zdolności 
uczenia się; 21. zaburzenia behawioralne.

PODSUMOWANIE

W w ydanym  w 1991 raporcie CDC zaproponow ano sy­
stem diagnozowania i leczenia zatruć ołowiem, powyżej 
stężenia ołowiu we krwi wynoszącego 9.94 pg/dL . Ostat­
nio zaproponow ane poprawki sugerują rozpoczęcie działań 
prewencyjnych już przy stężeniu ołowiu we krwi 5 g g / 
dL [86]. W Stanach Zjednoczonych przyjęto wspom niany 
wcześniej program, który ma na celu całkowite wyelimino­
wanie zatruć ołowiem u dzieci do roku 2010 [11]. Nieste­
ty w  Polsce dotychczas nie prow adzi się żadnych działań, 
które zmierzałby do obniżenia, czy wyeliminowania zatruć 
ołowiem u dzieci. Jednocześnie zatrucia ołowiem mogą 
stanowić w Polsce istotny problem, ponieważ dane z 1996 
wskazuję, że średnie stężenie ołowiu we krwi dzieci na te­
renach uw ażanych za nieskażone wynosi ok. 15 gg /dL , a w 
badaniach nad stopniem ekspozycji now orodków  na m eta­
le ciężkie stwierdzono wysoką zawartość ołowiu w mleku 
matek (5-20 gg /dL ) [25,87]. Jednocześnie wzrasta też liczba 
dzieci, które mają trudności z koncentracją, uczeniem się, 
nadpobudliw ością ruchową czy agresją. Dlatego wydaje się 
celowym postulowanie o uruchomienie w  Polsce szeroko 
zakrojonego program u zmierzającego w pierwszej kolejno­
ści do zdiagnozowania aktualnego stężenia ołowiu we krwi 
dzieci w  wieku szkolnym i młodszych, a następnie podjęcie 
działań zmierzających do obniżenia poziom u ołowiu we 
krwi poniżej 5 gg /dL , czy też całkowitego wyeliminowania 
zatruć ołowiem u dzieci.
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ABSTRACT
This article presents the latest study results on lead (Pb2+) neurotoxicity, in order to draw attention of the Polish public to the issue and initi­
ate a nation-wide programme eliminating lead contamination effects, especially in children. We discuss the after-effect of exposure to lead 
in concentrations lower than presently accepted as 'safe'. The pathway of lead transport to the brain, and the effects of lead accumulation in 
neurons, oligodendroglia and astroglia, are examined. We also present the impairing influence of lead on the cognitive brain functions and 
learning abilities as a result of affecting three main neurotransmission systems: dopaminergic, cholinergic and glutaminergic. The present 
knowledge on the influence of lead on receptors, neutransmitter release and synaptic proteins.
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STRESZCZENIE

A TPazy AAA w ystępu ją  w  kom órkach w szystk ich  organizm ów . Ich charakterystyczną 
cechą jest obecność zachow anej w  ew olucji dom eny AAA zw anej także m odułem  AAA, 

która jest odpow iedzia lna  za w iązanie i hydrolizę  ATP. D om ena AAA jest n iezbędna  do p ra ­
w idłow ego funkcjonow ania  ATPaz AAA. Składa się ona z 200-250 reszt am inokw asow ych. 
W śród tych reszt w yróżnić m ożna dw a klasyczne m otyw y W alkera A (GX4GKT) i B (hyd4E). 
ATPazy AAA pełn ią  w  kom órkach różnorodne funkcje, m .in. b iorą udzia ł w  regulacji cyklu 
kom órkow ego, degradacji i dezagregacji b iałek , biogenezie organelli oraz w  transporcie  w e­
w nątrzkom órkow ym . N iektóre z n ich funkcjonu ją  w  kom órkach jako b iałka opiekuńcze, 
p o d jednostk i kom pleksów  proteolitycznych lub  sam odzielne proteazy (FtsH, Lon) oraz jako 
helikazy  D N A  i czynniki transkrypcyjne. W  artykule  jest op isana struk tura, fu n k c ja  oraz 
m echanizm y dzia łan ia  najbardziej znanych ATPaz AAA.

WPROWADZENIE

Białka AAA występują w komórkach wszystkich organizmów, i jak sugeru­
je ich angielska nazwa ATPases associated with various activities są one ATPaza- 
mi, biorącymi udział w  różnych procesach komórkowych takich jak: replikacja, 
napraw a i rekombinacja DNA, regulacja ekspresji genów, fuzje błonowe, czy 
termotolerancja u bakterii, grzybów i roślin. Wiele ATPaz AAA wchodzi także 
w skład potranslacyjnego systemu kontroli jakości białek, który reguluje stan 
fałdowania białek i zapewnia ich prawidłowe funkcjonowanie w komórkach. W 
związku z tym białka AAA są zaangażowane również w procesy proteolizy oraz 
dezagregacji i reaktywacji białek. Zainteresowanie białkami AAA ciągle rośnie. 
Szczególne zainteresowanie budzi ich skomplikowany mechanizm działania 
oraz współpraca z tzw. białkami adaptorowym i, które m odulują i regulują ich 
aktywność.

ORGANIZACJA STRUKTURALNA ATPaz AAA

Białka AAA mogą posiadać jeden (AAA-1) lub dw a nieidentyczne m oduły 
AAA (AAA-1, AAA-2). Każdy z nich zbudow any jest z dwóch subdomen: N-ter- 
minalnej, która stanowi rdzeń m odułu i C-terminalnej. Rdzeń jest odpow iedzial­
ny za wiązanie i hydrolizę nukleotydu. Składa się on z 200-250 aminokwasów, 
które tworzą charakterystyczną, zachowaną w ewolucji strukturę drugorzędow ą 
typu a-(3-a (Rye. 1) [1,2]. W obrębie rdzenia m ożna wyróżnić dwa klasyczne m o­
tywy odpowiedzialne za wiązanie i hydrolizę nukleotydu, Walker A (GX4GKT) 
i Walker B (hyd4E). W ewnątrz m odułu AAA można wyróżnić jeszcze dw a inne 
ważne motywy zwane sensorem 1 i sensorem 2. Motywy te związane są z ru ­
chem domen, łączą one bowiem hydrolizę ATP ze zmianami konformacyjnymi 
w  domenach wiążących substrat. Mutacje w  obrębie sekwencji tych m otywów 
potwierdzają ich udział zarówno w  hydrolizie ATP, jak i w  rozwijaniu substratu 
białkowego [3], Z kolei domena C-terminalna, znajdująca się za rdzeniem  m o­
dułu AAA, składa się przynajmniej z trzech helis a  (stąd jej nazw a dom ena a- 
helikalna).

W zależności od liczby m odułów  AAA ATPazy AAA można podzielić na 
dwie klasy. Do klasy I należą te białka (np.: ClpA, C lpB /H spl04, ClpC), które 
zawierają zarówno AAA-1, jak i AAA-2. ATPazy AAA tworzące klasę II (m.in. 
ClpX i ClpY) zawierają tylko jeden m oduł AAA, który odpow iada AAA-2 [4], 
Moduły AAA mają tendencję do oligomeryzacji, tworząc głównie struktury 
przypominające heksameryczne pierścienie, w  których poszczególne podjed­
nostki mają taką samą orientację [5,6], Dzięki domenie a-helikalnej podjednostki 
heksamerycznego pierścienia mogą kontaktować się ze sobą i reagować zmianą 
konformacji po przyłączeniu nukleotydu. Z dotychczasowych badań wynika, 
że heksamery są biologicznie aktywnymi formami białek AAA. Heksameryczna 
konfiguracja nadaje białkom AAA unikalne właściwości.
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Rycina 1. Struktura modułu AAA na podstawie krystalicznej struktury proteazy FtsH (144-398). Subdomena 
N-końcowa FtsH o charakterystycznej strukturze typu a-ß-ct została przedstawiona w odcieniach zielono- 
niebieskich, natomiast fragment białka w odcieniach żółto-pomarańczowych odpowiada subdomenie C-ter- 
minalnej (a-helikalnej). Rysunek przedrukowano z: Krzywda S, Brzozowski M, Verma C, Karata K, Ogura T, 
Wilkinson AJ (2002) The crystal structure of the AAA domain of the ATP-dependent protease FtsH of Escheri­
chia coli at 1.5 A resolution. Structure 10:1073-1083, za zgodą autorów i wydawnictwa Elsevier.

W przypadku  białek C lpB /H spl04 i ClpC domena AAA- 
1 zawiera dodatkow y element strukturalny zwany środko­
wą dom eną (MD). Z analizy struktury krystalicznej białka 
ClpB pochodzącego z Thermus thermophilus wynika, że MD 
jest ruchliw ym  elementem o charakterystycznej strukturze 
{ang. coiled coil), który znajduje się na zew nątrz białka [7]. 
Usunięcie naw et niewielkiego fragmentu MD zaburza oli- 
gomeryzację białka ClpB i prow adzi do utraty jego aktyw ­
ności [8].

W niektórych białkach AAA (CipA-C) może występować 
niezależna dom ena N-terminalna (tzw. domena N), która 
poprzedza pierwszy m oduł wiążący ATP. W wariantach 
pozbawionych domeny N obecne są inne wyspecjalizowa­
ne domeny. Na przykład w białku ClpY (HslU) występuje 
dom ena I zlokalizowana w ew nątrz m odułu AAA, pom ię­
dzy m otyw am i Walker A i B, zaś w  białku ClpX, na jego 
końcu N obecne jest miejsce wiążące cynk, które praw do ­
podobnie odgryw a istotną rolę w  oligomeryzacji ATPazy
[4]. W białku tym, podobnie jak w Cip A, występuje dodat­
kowo w obrębie m odułu AAA-2 charakterystyczny m o­
tyw  [LIV]-G-[FL] rozpoznawany przez peptydazę ClpP i 
odgrywający istotną rolę w tworzeniu w ażnych systemów 
proteolitycznych. Z kolei w  przypadku proteaz Lon i FtsH 
dodatkow ym  elementem strukturalnym  jest dom ena pep- 
tydazow a znajdująca się w regionie C-terminalnym białka. 
Uważa się, że niezależna dom ena N lub inne, dodatkow e 
dom eny zlokalizowane pom iędzy m odułam i AAA biorą 
udział w rozpoznaw aniu i w iązaniu substratu, nie tylko po ­
przez bezpośrednie z nim oddziaływania, ale także poprzez

oddziaływania ze specyficznymi białkami 
adapterow ym i [3] .

BIAŁKA ADAPTOROWE

Białka adapterow e stanowią nową i cie­
kawą klasę białek z uwagi na ich powią­
zania z ATPazami AAA (Tab. 1). Białka te 
mają ogrom ny w pływ na dużą różnorod­
ność funkcjonalną ATPaz AAA, wiążąc 
się do nich w różny sposób modyfikują 
specyficzność substratową i kontrolują 
aktywność białek AAA. Do tej pory biał­
ka adaptorow e zostały zidentyfikowane 
w bakteriach Gram-ujemnych (E. coli) i 
G ram -dodatnich (B. subtilis) oraz w droż­
dżach i w  komórkach wyższych organi­
zm ów eukariotycznych. Ich liczba ciągle 
wzrasta. Są one związane zarówno z de­
gradacją białek, jak i z innymi procesami 
komórkowymi, m.in. z rekombinacją, na­
praw ą i replikacją DNA, fuzją błonową, 
która towarzyszy rekonstrukcji aparatu 
Golgiego i błony jądrowej [9-14], Regulują 
one także proces apoptozy i uczestniczą 
w regulacji ekspresji genów [3,15,16]. Za 
wiązanie białek adaptorowych przew aż­
nie jest odpowiedzialna domena N-termi­
nalna białka AAA. W ATPazach pozba­
w ionych tej domeny, inne regiony mogą 
tworzyć kompleks z białkiem adaptero ­
wym. N a przykład aktywność białka PspF 
(aktywatora o54), pozbawionego domeny 

N, jest regulowana przez białko adaptorowe PspA, które 
specyficznie wiąże się do domeny AAA ATPazy [15,17]. W 
podobny sposób białko adaptorow e RuvA reguluje aktyw­
ność ATPazy RuvB. RuvA wiąże się do fragmentu domeny 
ATPazowej RuvB, który wyróżnia się charakterystyczną 
strukturą (ang. $-hairpiń) [18,19],

Dzięki białkom adapterow ym  komórka może w łatwy 
sposób kontrolować jedną z aktywności danego białka AAA 
bez oddziaływania na drugą jego aktywność. Najlepszym 
tego przykładem  może być regulacja aktywności ATPazy 
p97 (homolog Cdc48 z drożdży) przez różne białka adapto­
rowe. Białko p97 pełni wielorakie i rozbieżne funkcje w ko­
mórce, zaangażowane jest w  fuzje błonowe, które są ważne 
w  takich procesach, jak transport w ew nątrzkom órkowy czy 
rekonstrukcja systemu Golgiego oraz ER [20-22], Białko p97 
bierze także udział w  apoptozie, w  regulacji cyklu komór­
kowego oraz w  degradacji białek zależnej od ubikwityny 
[3,11]. Białka adaptorow e są odpowiedzialne za kierowanie 
aktywności p97 do różnych ważnych procesów komórko­
wych. Do białek adaptorow ych współpracujących z p97 na­
leżą m.in. białko p47 oraz heterodimeryczny kompleks zło­
żony z białek U fdl (degradacja białek fuzyjnych zależna od 
ubikwityny) i Npl4 (wymagane w transporcie jądrowym)
[3]. Białko p47 stymuluje fuzję błonową z udziałem p97 
związaną z rekonstrukcją aparatu Golgiego, zaś binarny 
kompleks U fd l/N p L 1 4  hamuje ten proces i kieruje aktyw­
ność p97 w stronę procesów związanych z powstawaniem 
zamkniętej błony jądrowej [3], Prawdopodobnie białka p47
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Tabela 1. ATPazy AAA i współpracujące z nimi białka adaptorowe [3,8-22]

ATPaza AAA Białko adaptorow e Funkcja białka adapterow ego |

Escherichia coli ClpA ClpS ClpS ham uje degradację białek z „ogonkam i" SsrA a 
stym uluje degradację zagregow anych białek

ClpX RssB RssB jest niezbędne w  procesie degradacji os z udziałem  ClpXP

ClpX SspB SspB ułatw ia degradację białek z „ogonkam i" 
srA, w  której udział bierze ClpXP

RuvB RuvA RuvA w zm acnia aktyw ność RuvB i w raz z nim  jest niezbędne 
w  procesach rekombinacji, napraw y i replikacji DNA

PspF PspA PspA hamując aktyw ność PspF zapobiega transkrypcji 
genów, która jest zależna od czynnika o54

Bacillus subtilis ClpC MecA MecA wiąże się do ClpCP i pośredniczy w 
degradacji białek Spx oraz ComK, ComS

ClpC YpbH
(hom olog MecA)

YpbH jest odpow iedzialne za rozpoznaw anie innych substratów  ClpC

W yższe Eukaryota p97 p47

p97 U fd l/N p l4

CDC48 UFD2
(homolog p97 z drożdży)

MAC-1 CED-4

Vsp4-A Rnd2

P47 bierze udział w  fuzji m itotycznych fragm entów  aparatu  Golgiego

kom pleks U fd l/N p l4  ham uje fuzję błonow ą zw iązaną 
z rekonstrukcją aparatu  Golgiego i stym uluje proces 
pow staw ania zamkniętej otoczki jądrowej

UFD2 ze w zględu na posiadaną aktyw ność ligazy ubikwitynow o- 
białkowej E4 pośredniczy w  degradacji białek zależnej od ubikw ityny

CED-4 uczestniczy w  regulacji apoptozy wiążąc się do Mac-1 hamuje ją

Rnd2 pośredniczy w  regulacji endocytozy (?)

i U dfl/N pL 4  konkurują o to samo miejsce wiążące zlokali­
zowane w obrębie domeny N-terminalnej p97.

FUNKCJE BIAŁEK AAA

Wyróżnić można trzy główne kategorie reakcji, w  któ­
rych biorą udział ATPazy AAA: (i) rozwijanie białek, bę­
dące jednym z fundam entalnych etapów proteolizy, (ii) 
„rozpuszczanie" agregatów białkowych czyli dezagregacja 
białek połączona z ich reaktywacją we współpracy z H sp70/ 
Hsp40 oraz (iii) rozkładanie kompleksów białkowych, które 
tworzą się w  różnych procesach komórkowych.

BIAŁKA AAA I PROTEOLIZA BIAŁEK 
CYTOPLAZMATYCZNYCH: ROZPOZNAWANIE, 
ROZWIJANIE I TRANSLOKACJA SUBSTRATU

Z procesem degradacji białek są związani przede wszyst­
kim przedstawiciele rodziny białek opiekuńczych HsplOO/ 
Cip (rodzina białek kazeinolitycznych). Do rodziny tej na­
leżą białka ClpA, ClpX, ClpB, HslU (ClpY) z bakterii oraz 
białka H spl04 i Hsp78 z drożdży będące homologami biał­
ka ClpB z bakterii. H spl04 jest białkiem cytoplazmatycz- 
nym, zaś Hsp78 występuje w  mitochondrium. Spośród w y­
mienionych białek HsplOO w proteolizie uczestniczą biał­
ka ClpA, ClpX oraz HslU (ClpY) [23,24]. Pozostałe białka, 
C lpB /H spl04, biorą udział w  procesie dezagregacji białek. 
Proces ten zostanie omówiony w dalszej części artykułu. 
ATPazy ClpA, ClpX oraz HslU (ClpY) współpracują z pep- 
tydazą ClpP lub HslY (ClpQ) i razem z nią tworzą cytopla-

zmatyczne systemy proteolityczne, zależne od ATP, zaanga­
żowane w procesy degradacji szeregu białek komórkowych 
[1,8]. Asocjacja ATPaz Clp(A, ClpX) z peptydazą (ClpP) jest 
podyktowana obecnością tripeptydow ego motywu IGF/L. 
Motyw ten występuje w pętli położonej C-terminalnie od 
sensora l ,  w  m odule AAA ATPaz ClpA, ClpX, natomiast 
nie występuje on w białku C lpB /H sp l04  zaangażowanym  
w procesy dezagregacji i reaktywacji białek [8].

Udział ATPaz AAA w proteolizie sprow adza się do roz­
winięcia substratu i dostarczenia go do centrum katalitycz­
nego proteaz. Peptydazy ClpP, ClpQ mają kształt beczułki 
i są zbudow ane z dwóch przylegających do siebie pierście­
ni. Pierścienie ClpP składają się z 7 proteolitycznych pod- 
jednostek, zaś ClpQ są 6-członowe [25-27], ATPazy ClpA, 
ClpX i ClpY, które są heksamerami, wiążą się do jednego 
lub obu końców proteolitycznej beczułki ClpP lub ClpQ. 
ATPazy AAA w takich kompleksach proteazowych funk­
cjonują jako podjednostki regulatorowe proteaz, ponieważ 
kontrolują one aktywność zasocjowanej z nimi peptydazy 
i dostęp substratów do jej komory proteolitycznej. Ponad­
to, pośredniczą w rozpoznaw aniu i wiązaniu substratów 
białkowych. Wobec tego, to ATPazy AAA warunkują spe­
cyficzność substratową proteaz. Jeżeli substrat jest większy 
niż otwór kanału prowadzącego do komory katalitycznej, 
to białka AAA dodatkow o biorą udział w  jego rozwijaniu. 
Przynajmniej niektóre substraty po rozwinięciu są przecią­
gane przez centralny kanał ATPazy Cip, który prowadzi do 
wnętrza katalitycznej kom ory peptydazy. Otwieranie kana-
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łu, rozwijanie i translokacja substratu stanowią fundam en­
talne etapy degradacji białek. Etapy te wymagają nakładu 
energii. Pochodzi ona z hydrolizy ATP, którą właśnie katali­
zują ATPazy AAA. Wobec tego, białka AAA są kluczowymi 
podjednostkami bakteryjnych systemów proteolitycznych. 
ATPazy ClpA i ClpX mogą także funkcjonować niezależ­
nie od ClpP jako białka opiekuńcze, modulujące substraty 
białkowe [28,29]. ATPazy AAA są istotne także w  procesie 
degradacji białek eukariotycznych z udziałem  proteasom u 
26S. W chodzą one w skład tzw. podstawy kom pleksu regu­
lacyjnego 19S a ich rola jest taka sama, jak ATPaz Cip [1].

UDZIAŁ BIAŁEK AAA W DEGRADACJI 
BIAŁEK BŁONOWYCH

ATPazy AAA uczestniczą nie tylko w degradacji białek 
zlokalizowanych w cytoplazmie, ale także odgrywają one 
istotną rolę w  degradacji białek zasocjowanych z błona­
mi. Istnieje kilka szlaków prowadzących do selektywnej 
destrukcji białek błonowych [30,31]. Białka błonowe ER 
przeważnie są transportowane do cytosolu w wyniku tzw. 
retrotranslokacji i tam są przekazywane do proteasomu, 
który je degraduje [1,32]. Proces ten nazyw any jest degra­
dacją ERAD (ang. ER -  associated degradation). W degrada­
cji ERAD uczestniczą niektóre z białek AAA. Ich udział w 
proteolizie polega dodatkowo na ekstrakcji białek z błon. 
Istotną rolę w  degradacji ERAD odgrywa cytoplazmatyczna 
ATPaza AAA p97/V CP [1,32]. Białko to oddziałuje z biał­
kiem błonowym Derlin, które praw dopodobnie wchodzi w 
skład kanału retrotranslokacyjnego. Dokładny mechanizm 
prom owania retrotranslokacji przez p97 jest nieznany. W 
niektórych przypadkach retrotranslokację mogą induko­
w ać/stym ulow ać ATPazy wchodzące w skład podjednostki 
regulatorowej 19S proteasomu [1]. Z kolei białka błonowe 
mitochondriów, chloroplastów i bakterii są degradow ane 
przez tzw. proteazy AAA, czyli proteazy typu FtsH [33]. 
W bakteriach oraz w  chloroplastach występuje tylko jedna 
proteaza FtsH. Natomiast mitochondria posiadają aż dwie 
tego typu proteazy zakotwiczone w błonie wewnętrznej, i- 
AAA i m-AAA. Ich miejsca katalityczne są zlokalizowane po 
przeciwnych stronach wewnętrznej błony m itochondrium  
[33]. Centrum  katalityczne proteazy i-A A A  znajduje się w 
przestrzeni perymitochondrialnej, zaś centrum  katalityczne 
m-AAA jest eksponowane po stronie błony bezpośrednio 
graniczącej z matrix mitochondium.

W większości systemów proteolitycznych dom eny AAA 
i peptydazow a są zlokalizowane na oddzielnych polipep- 
tydach tak, jak w przypadku omawianych wcześniej kom ­
pleksów ClpXP, ClpAP, HslUV (ClpYQ) (Ryc. 2) i proteaso­
mu 26S. W proteazach AAA obie aktywności występują w 
obrębie tego samego polipeptydu (Ryc. 2, 3). Poza tym, w 
regionie N-terminalnym proteazy występuje jeden lub dw a 
dodatkow e segmenty transbłonowe [33] (Ryc. 3). Uważa się, 
że proteaza FtsH bakterii E. coli tworzy homooligomerycz- 
ne kompleksy w błonie cytoplazmatycznej. M echanizm de­
gradacji integralnych białek błonowych z udziałem  proteaz 
AAA nie jest w  pełni poznany. Proponowane są dw a m o­
dele destrukcji białek błonowych z udziałem proteaz AAA 
(Ryc. 4) [33]. W edług jednego z nich (ang. the shedding mo­
del) proteazy AAA odcinają eksponowane segmenty białka 
znajdujące się na zewnątrz błon i w ten sposób destabilizują

Rycina 2. Strukturalna organizacja białek AAA+. AAA-1, AAA-2- domeny 
wiążące ATP; A — motyw Walker A (GX4GKT); B — motyw Walker B (hyd4E), 
gdzie X oznacza dowolną resztę aminokwasową, hyd — aminokwas hydrofobo­
wy; P — motyw ([LIV]-G[FL]) w obrębie AAA-2 odpowiedzialny za asocjację 
ATPaz ClpA, ClpC, ClpX z peptydazą ClpP; MD — środkowa domena obecna 
w białkach ClpB i ClpC należąca do AAA-1; I-domain — domena I występująca 
w białku HslU (ClpY); N — domena N-końcowa; TM — regiony transbłonowe 
charakterystyczne dla proteazy FtsH; peptidase — domena peptydazowa wystę­
pująca w proteazach Lon i FtsH. Zn2+ — motyw (417HEAGH421) występujący w 
FtsH, odpowiedzialny za wiązanie jonów cynku. Liczby oznaczają numery reszt 
aminokwasowych. Rycinę przedrukowano z: Dougan DA, Mogk A, Zeth K, Tur- 
gay K, Bukau B (2002) AAA+ proteins and substrate recognition, it all depends 
on their partner in crime. FEBS Lett 529: 6-10, za zgoda autorów i wydawnictwa 
Elsevier.

hydrofobowe segmenty białka tkwiące w błonie (Ryc. 4A). 
Model alternatywny (ang. the pulling model) zakłada, że biał­
ka błonowe w pierwszej kolejności są ekstrahowane z bło-

Rycina 3. Struktura domenowa proteaz AAA. W zależności od ilości regionów 
transbłonowych (TM) wyróżnić można dwie klasy proteaz AAA: klasę I i II. Po­
dano przedstawicieli obu klas. AAA — domena ATPazowa odpowiedzialna za 
wiązanie ATP; CC — region helikalny (ang. coiled-coil) o nieznanej funkcji obecny 
w regionie C-końcowym; HEXGH — miejsce wiązania jonów metali występują­
ce w  centrum proteolitycznym; MTS — mitochondrialna sekwencja sygnałowa; 
SRH — drugi region homologii czyli zachowana w ewolucji sekwencja amino- 
kwasowa obecna w regionie C-końcowym proteaz AAA; WA — Walker A: WB 
— Walker B. Rycinę przedrukowano z: Langer T (2000) AAA proteases: cellular 
machines for degrading membrane proteins. Trends Biochem Sci 25: 247-251, za 
zgodą autorów i wydawnictwa Elsevier.
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Rycina 4. Modele działania proteaz AAA. Proteazy AAA mogą odcinać segmen­
ty białek eksponowane na zewnątrz błon i w ten sposób destabilizować ich seg­
menty hydrofobowe znajdujące się w błonie (A). Drugi model (B) sugeruje, że 
białka błonowe są w pierwszej kolejności ekstrahowane z błony dzięki domenie 
ATPazowej proteazy, po czym są degradowane przez hydrofilową domenę pro- 
teazową. AAA — domena ATPazowa proteazy; Zn2+ — domena proteolityczna. 
Strzałkami niebieskimi zaznaczono miejsca ataku proteazy na substrat białkowy, 
natomiast strzałka czarna pokazuje kierunek działania siły, dzięki której białko 
błonowe zostaje wyekstrahowane (wyciągnięte) z błony. Rycinę przedrukowano 
z: Langer T (2000) AAA proteases: cellular machines for degrading membrane 
proteins. Trends Biochem Sci 25: 247-251, za zgodą autorów i wydawnictwa El­
sevier.

ny dzięki domenie ATPazowej proteazy, a dopiero potem 
są degradowane przez hydrofilową domenę peptydazową 
(Ryc. 4B). Substratami FtsH są także cytoplazmatyczne biał­
ka regulacyjne o krótkim okresie półtrwania takie, jak: o32, 
LpxC, X CII i CIII.

SYGNAŁY INDUKUJĄCE DEGRADACJĘ BIAŁEK

Innym sygnałem decydującym o degradacji białka zarów ­
no w komórkach prokariotycznych, jak i eukariotycznych 
jest rodzaj reszty aminokwasowej występującej na końcu 
aminowym łańcucha polipeptydowego [35], Reszty silnie 
destabilizujące, takie jak: arginina lub leucyna stymulują 
proces degradacji białek, zaś reszty stabilizujące, takie jak 
metionina lub prolina nie sprzyjają temu procesowi (zasada 
końca N). Substraty białkowe, do których stosuje się zasada 
końca N, są rozpoznaw ane w  komórkach eukariotycznych 
przez ligazę ubikiwityno-białkową (E3), która pośredniczy 
w ich degradacji zależnej od ubikwityny. Natomiast w  ko­
mórkach bakteryjnych E. coli (pozbawionych ubikwityny) 
tego rodzaju substraty są rozpoznaw ane przez białko ada- 
ptorowe ClpS, które następnie przekazuje je kompleksowi 
proteolitycznemu ClpAP w celu degradacji [36]. ClpS bez­
pośrednio w iąże się do destabilizującej reszty am inokwaso­
wej obecnej na końcu N substratu białkowego. Innym  cha­
rakterystycznym m otywem  stanowiącym sygnał degradacji 
białek jest sekwencja bogata w prolinę, kwas glutaminowy, 
serynę i treoninę (sekwencja PEST).

Istnieją też takie m otywy sekwencji substratów, które są 
eksponowane i rozpoznaw ane przez ATPazy Cip wyłącznie 
w  określonych okolicznościach. Na przykład w  środkow ym  
regionie represora transkrypcji LexA są zlokalizowane dw a 
motywy, które rozpoznaje ClpX, ale dopiero po uszkodze­
niu DNA [37], Ze strony białek AAA istotną rolę w  tw o­
rzeniu oddziaływań ze substratami białkowymi przypisuje 
się przede wszystkim domenie N. Także elementy dom eny 
ATPazowej mogą oddziaływać z substratami, zwłaszcza w 
przypadku ATPaz pozbawionych dom eny N-końcowej [8],

DEZAGREGACJA I REAKTYWACJA BIAŁEK

Jednym z najlepiej poznanych m otywów, decydujących
0 rozpoznaw aniu prokariotycznch białek i kierow aniu ich 
do proteolizy, jest 11-aminokwasowy peptyd AAN D EN Y-  
ALAA  znany jako znacznik /ogonek  SsrA [1,8]. Znacznik 
ten jest kodow any przez mały stabilny 10S RNA i doda ­
w any do niedokończonych p roduktów  translacji, które po ­
jawiają się w  w yniku nagłego zatrzym ania się rybosomu. 
Następnie tak naznaczone polipeptydy odłączają się od 
rybosom ów i są degradow ane in vivo przede w szystkim  
przez proteazę ClpXP. Aktywność kom pleksu ClpXP w 
tym procesie m oduluje białko adaptorow e SspB [9]. Biał­
ko to wiążąc się zarów no do dom eny N białka ClpX, jak
1 sekwencji SsrA substratu  białkowego, raczej zmienia ki­
netykę degradacji białek występujących w fuzji z SsrA niż 
specyficzność substratow ą ClpX. Innym  białkiem ad ap te ­
rowym, które także ma w pływ  na degradację polipepty- 
dów  w yposażonych w ogonek SsrA, jest ClpS. Białko to 
tworzy stabilne kompleksy z ATPazą ClpA (także w obec­
ności ClpP). W iązanie się ClpS do dom eny N białka ClpA 
nie tylko zapobiega degradacji białek naznaczonych przez 
peptyd SsrA, ale także pow oduje uwolnienie związanego 
z proteazą substratu [9,34]. ClpS w przeciwieństwie do 
innych znanych białek adaptorow ych (np. SspB) posiada 
podwójną aktywność w  kompleksie z ClpA, poniew aż do ­
datkow o w zm acnia rozpoznaw anie przez ClpA zagrego­
wanych białek i ułatw ia ich degradację. P raw dopodobnie 
ClpS modyfikuje substraty ClpA [9],

Drugim w ażnym  typem  reakcji katalizowanej przez 
ATPazy AAA jest solubilizacja czyli dezagregacja białek 
połączona z procesem reaktywacji. W procesie tym funda­
mentalną rolę odgrywają białka opiekuńcze C lpB /H spl04  
należące do HsplOO. Ich rola w  reaktywacji zagregowanych 
białek została szczegółowo opisana w pracy przeglądowej 
[38]. C lpB /H spl04  (HsplOO) współpracują z systemem 
D naK /D naJ/G rpE  (Hsp70/Hsp40) w  procesie reaktyw a­
cji zagregowanych białek i współpraca ta jest specyficzna, 
bowiem zachodzi tylko pom iędzy białkami opiekuńczymi 
pochodzącymi z tego samego organizm u [39-41].

Sposób oddziaływania C lpB /H spl04  ze zagregowanym i 
substratami, podobnie jak mechanizm współpracy ClpB/ 
H spl04 z systemem Hsp70/H sp40, pozostaje niewyjaśnio­
ny. Istnieje kilka modeli, niektóre przeciwstawne, opisujące 
ten mechanizm. W edług obecnie przyjętego modelu, opar­
tego na doświadczeniach z wariantem  ClpB zasocjowanym 
z proteazą ClpP, do dezagregacji białek z udziałem  ClpB/ 
H spl04 może dochodzić w wyniku translokacji pojedyn­
czych polipeptydów  przez centralny kanał ClpB (mecha­
nizm  translokacyjny) [42], Aktywność translokacyjna biał­
ka ClpB w tym przypadku przypom ina aktywność ATPaz 
Cip współpracujących z podjednostką proteolityczną, zaś 
system H sp70/H sp40 jest niezbędny do zapoczątkowania 
procesu rozwijania polipeptydów  czyli wyekstrahow ania 
ich z dużych agregatów. Rozwinięte polipeptydy po przej­
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ściu przez kanał C lpB /H spl04  stają się substratami syste­
m ów H sp70/H sp40 oraz HspóO/HsplO, które pośredniczą 
w ich popraw nym  zwijaniu [42], Do niedaw na uważano, że 
C lpB /H sp l04  poprzedza działanie systemu H sp70/H sp40 
w dezagregacji dużych agregatów białkowych. Jednak w y­
niki ostatnich doświadczeń Ziętkiewicza i wsp. [43,44] oraz 
W eibezahn i wsp. [42] wskazują na to, że system H sp70/ 
Hsp40 poprzedza działanie C lpB /H spl04  i jest niezbędny 
do zapoczątkowania procesu dezagregacji białek.

Dotychczas nie zidentyfikowano homologów białek 
C lpB /H sp l04  u ssaków. Praw dopodobnie w  komórkach 
ssaków inni przedstawiciele rodziny AAA pełnią funkcje 
Hspl04. Pod uw agę bierze się przede wszystkim te ATPazy 
AAA, które w chodzą w skład nierozpuszczalnych agrega­
tów białkowych tworzących się w  chorobach neurodege- 
neracyjnych. Zatem ATPazami AAA ssaków zdolnymi do 
cofania zaistniałej agregacji mogłyby być następujące biał­
ka: V C P/ p97, torsy na A oraz kompleks proteasomalny 19S, 
którego kluczowym  składnikiem jest sześć różnych ATPaz 
AAA.

DYSOCJACJA KOMPLEKSÓW BIAŁKOWYCH

Rozkładanie (dysocjacja) kompleksów białkowych, które 
tworzą się w  różnych procesach komórkowych, jest kolej­
nym typem  reakcji z udziałem białek AAA. W ydawać by 
się mogło, że ta funkcja nie pasuje do aktywności dezagre- 
gacyjnych i rozwijających białek AAA, które wcześniej zo­
stały omówione. Okazuje się jednak, że mechanizmy reakcji 
są podobne. Ta sama „siła", która jest potrzebna w  procesie 
rozwinięcia białka może przejściowo lub częściowo roz­
wijać kom ponenty stabilnych kompleksów białkowych i 
prowadzić do ich rozbicia. Potwierdzeniem tej idei może 
być fakt, że te same białka AAA, które dostarczają substra- 
ty proteolitycznej podjednosce ClpP mogą działać sam o­
dzielnie jako białka rozkładające czy rozbijające kompleksy 
białkowe. Przypuszcza się, że kompleksy białkowe są roz­
kładane w w yniku modelowania i być może rozwijania ich 
składników.

Replikacja genom u faga Mu podczas rozwoju litycznego 
zachodzi w  wyniku transpozycji DNA. W ażnym etapem  w 
tym  procesie jest tworzenie się transpozosomu, czyli kom­
pleksu złożonego z transpozazy MuA i dwóch końców ge­
nom u faga. Stabilność transpozosom u zwiększa się wraz 
z postępującą transpozycją. Powstaje bardzo stabilny po- 
transpozycyjny kompleks transferowy (STC), który wiąże 
się do DNA i hamuje jego replikację. Rdzeń kompleksu STC 
składa się z 4 podjednostek MuA i jest odporny na tem pe­
raturę do 75°C, wysokie stężenie soli i 6M mocznik. ATPaza 
ClpX jest czynnikiem odpowiedzialnym  za destabilizację 
kompleksu STC i uruchomienie replikacji DNA [29], W tej 
reakcji ClpX działa niezależnie od ClpP, i wykorzystuje hy­
drolizę ATP do destabilizacji tetramerów MuA. ClpX wiąże 
się do dziesięciu C-terminalnych reszt MuA i rozwija pod ­
jednostki tetrameru, czego efektem jest uwolnienie m ono­
m erów z kompleksu STC, destabilizacja i rozpad STC.

W ewnątrzkom órkowy proces fuzji błon w ym aga udzia­
łu helikalnych białek zasocjowanych z błonami, znanych 
jako SNARE. Białka te tworzą bardzo stabilne kompleksy,

które indukują fuzję błon. Po zakończonym procesie kom­
pleksy SNARE są rozkładane w celu zregenerowania wol­
nych białek SNARE, które będą mogły być wykorzystane 
w następnej reakcji. Spontaniczna dysocjacja kompleksu 
SNARE zachodzi wolno, dlatego komórki uzależniły ją od 
białka AAA NSF i współpracującego z nim białka adapte ­
rowego a-SNAP [45]. Białko NSF tworzy heksameryczny 
cylinder złożony z dwóch przylegających do siebie pierście­
ni. Każdy protom er NSF składa się z domeny N i dwóch 
dom en AAA, które posiadają różne aktywności [22], Pierw­
sza dom ena ATPazowa białka NSF hydrolizuje ATP i jest 
niezbędna w  dysocjacji kompleksu SNARE, podczas gdy 
druga dom ena pośredniczy w oligomeryzacji NFS. Obecne 
modele przedstawiające reakcję fuzji błon z udziałem NFS 
sugerują, że białko adaptorowe a-SNAP otacza kompleks 
SNARE i przyciąga do niego heksamer NSF [46], Następnie 
a-SNAP stymuluje aktywność ATPazową NFS, co prow a­
dzi do rozpadu kompleksu białkowego. Przypuszcza się, 
że NSF rozwija jeden lub więcej składników kompleksu 
SNARE, co wywołuje jego destabilizację i rozkład. Jednakże 
sposób, w  jaki NSF realizuje swoją funkcję w  procesie fu­
zji błon pozostaje do wyjaśnienia. Nawet jeżeli rozkładanie 
kompleksów przez NSF obejmuje reakcję rozwijania, która 
jest podobna do reakcji katalizowanych przez ClpX, CIA 
i ClpB, to jest mało praw dopodobne aby NSF przeciągało 
substraty wyłącznie przez centralny kanał, ze względu na 
geometryczne ograniczenia błony.

Cip A podobnie jak ClpX uczestniczy w rozkładaniu kom­
pleksów białkowych. Na przykład ClpA uczestniczy w prze­
mianie nieaktywnego dimera plazmidowego białka replika- 
cyjnego Rep A w aktywny m onomer [28]. Prawdopodobnie 
rozpad dim eru RepA zachodzi bez rozwijania całego białka 
RepA, na co wskazuje tylko jedna runda hydrolizy ATP. Z 
kolei ClpB we współpracy z systemem H sp70/H sp40 bierze 
udział w  aktywacji plazmidowego białka inicjacji replikacji 
TrfA [47], Aktywacja ta polega na przekształceniu nieak­
tywnego dimera TrfA w aktywny monomer.

MECHANIZMY DZIAŁANIA ATPAZ AAA

Proponowanych jest kilka modeli działania białek AAA 
(Ryc. 5) [2,3], Jeden z nich (Ryc. 5A) sugeruje mechanizm 
rozwijający, w edług którego skręcające ruchy występują­
ce pom iędzy domenami AAA-1 i AAA-2 albo między do­
menami N  i AAA-1 prow adzą do rozwinięcia helikalnych 
kłębków substratów białkowych. Prawdopodobnie w  taki 
sposób jest rozkładany kompleks błonowy SNARE. Kolej­
ny model (Ryc. 5B), przedstawiający mechanizm rozrywa­
jący, zakłada istnienie stabilnych oddziaływań pomiędzy 
kom ponentam i substratu i oddzielnymi podjednostkami 
AAA. W skutek rozejścia się podjednostek AAA, ich szarp­
nięcia, dochodzi do dysocjacji substratu. Prawdopodobnie 
w  ten sposób dochodzi do rozpadu mikrotubuli. Następny 
model działania ATPaz AAA (Ryc. 5C) proponuje mecha­
nizm rozciągający/rozchylający. W tym przypadku zależne 
od nukleotydu zmiany konformacji białka AAA w prow a­
dzają naprężenia w jego pierścieniu. Dochodzi wówczas 
do odchylenia się podjednostek ATPazy i odepchnięcia 
związanych z nimi podjednostek substratu, czego efektem 
jest rozpad substratu na poszczególne podjednostki. Praw ­
dopodobnie w taki sposób działają ATPazy wchodzące w
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Rycina 5. Proponowane mechanizmy działania białek AAA. A — mechanizm 
rozwijający; B — mechanizm rozrywający; C — mechanizm rozciągający/ 
rozchylający; D — mechanizm przeciągający (translokacyjny). Kolorem 
pomarańczowym przedstawiono ATPazę AAA, z kolei kolor niebieski odpowia­
da substratowi białkowemu ATPazy. Rycinę przygotowano na podstawie sche­
matu zamieszczonego w pracy [3].

skład kompleksów replikacyjnych (ang. DNA clamp loader). 
Przypuszcza się, że strukturalne zmiany tych kompleksów 
zachodzące po związaniu ATP pozwalają jego podjednost- 
kom związać się i otworzyć utworzone przez nie kółko, do 
którego następnie wślizguje się DNA, oraz że konformacyj- 
ne zmiany towarzyszące hydrolizie ATP mogą prowadzić 
do dysocjacji poszczególnych podjednostek kompleksu. 
Ostatnim  z proponowanych (Ryc. 5D) jest mechanizm prze­
ciągający, który odnosi się przede wszystkim do działania 
ATPaz Cip, w tym  także dezagregazy ClpB. W pierwszej 
kolejności substrat jest rozwijany z jednego końca, po czym 
jest on przeciągany (ulega translokacji) przez centralny ka­
nał znajdujący się w  pierścieniu ATPazy. Podczas translo­
kacji zostaje zniszczona drugorzędow a struktura substratu 
czyli ulega on rozwinięciu. Ruch łańcucha polipeptydowe- 
go w ew nątrz kanału może być efektem powtarzających się 
cykli w iązania i uwalniania substratu przez ATPazę.

Z przedstawionych mechanizmów działania ATPaz AAA 
wynika, że modelowanie docelowego substratu białkowego 
zachodzi w  w yniku zamiany energii pochodzącej z hydro ­
lizy ATP w mechaniczną „siłę". Istotną rolę w tej zamianie 
odgryw a m oduł AAA uznaw any za chemiczno-mechanicz- 
ny konwerter. Wiązanie i / lu b  hydroliza ATP wywołują 
zm iany konformacyjne w  większości białek AAA, które są 
przenoszone na substrat białkowy.

CHOROBY POWODOWANE PRZEZ ZABURZENIA 
W FUNKCJONOWANIU ATPAZ AAA

Ze względu na istotną rolę białek AAA w różnych pro ­
cesach kom órkowych można było spodziewać się, że zabu­
rzenia w  ich funkcjonowaniu będą przyczyną wielu chorób

człowieka. Jedną z pierwszych chorób, która została pow ią­
zana z nieprawidłowym  funkcjonowaniem białek AAA, 
był syndrom  Zellwegera [48], Syndrom ten charakteryzuje 
się redukcją lub brakiem peroksysomów (małych organelli 
komórkowych związanych głównie z metabolizmem kw a­
sów tłuszczowych i usuw aniem  toksycznych substancji) w 
komórkach wątroby, nerek i mózgu. Brak peroksysomów 
uniemożliwia przeprow adzanie p-degradacji kwasów 
tłuszczowych zawierających więcej niż 22 atomy węgla. To 
rzadko występujące schorzenie w  ok. 70% jest pow odow ane 
przez mutację w  genie PAS1 (homolog Pexl drożdży) [48], 
Produktem  tego genu jest białko AAA, peroksyna, które 
bierze udział w imporcie matriksowych białek peroksyso­
mów. Zm utow ana forma białka wywołuje zaburzenia w 
biogenezie peroksysomów. Syndrom Zellwegera należy do 
grupy genetycznych zaburzeń zwanych chorobami perok- 
sysomalnymi, które w pływ  mają na rozwój mózgu i otocz­
ki mielinowej. Objawy choroby, tj. powiększenie wątroby, 
wysoki poziom żelaza i cynku we krwi i zaburzenia wzroku 
często występują w pierwszym lub drugim  roku życia dzie­
cka. Symptomy takie, jak brak właściwego napięcia mięśni 
(hypotonia), brak ruchu mogą wystąpić już przy urodzeniu 
dziecka. Rokowania nie są dobre. Choroba często prow adzi 
do upośledzenia umysłowego i śmierci. W ciągu ostatnich 
kilkunastu lat mutacje w  genach innych białek AAA zostały 
powiązane z różnymi klinicznymi syndromami, podkreśla­
jąc ważność tej grupy enzymów w wielu aspektach norm al­
nej fizjologii. Stwierdzono m.in., że mutacje w  genie kodu­
jącym parapleginę, która jest homologiem m-AAA, są przy­
czyną dziedzicznej formy spastycznej paraplegii, HSP (po­
rażenie obustronne występujące symetrycznie zwłaszcza w 
dolnej połowie ciała wskutek uszkodzenia rdzenia kręgowe­
go) [49], Choroba ta dziedziczy się autosomalnie, recesyw- 
nie. Mutacje w  genie spastyny, kolejnego białka AAA, także 
wywołują paraplegię, ale w  tym przypadku choroba jest 
dziedziczona autosomalnie, dominująco [50]. Mechanizm 
w ywoływania paraplegii przez zm utow ane białka spasty­
ny i parapleginy nie jest znany. Ustalono także, że syndrom  
miocytozy (zapalenie tkanki mięśniowej), demencja czoło- 
wo-skroniowa oraz występująca u dorosłych osób dystrofia 
kości zwana chorobą Pageta są wywoływane przez mutacje 
w genie kodującym białko p97, pełniące różnorodne funkcje 
w  komórce [51], Dystonia torsyjna (uogólniona) charaktery­
zująca się mimowolnymi, skręcającymi ruchami tułowia jest 
kolejną chorobą związaną z ATPazami AAA [52], W ywołują 
ją mutacje w  genie torsyny A. Mutacje m otorycznego białka 
dyneiny także są przyczyną kilku chorób człowieka. Jedną 
z nich jest pierwotna dyskineza rzęsek [53]. Objawia się ona 
częstymi infekcjami dróg oddechowych, zapaleniem zatok, 
rozstrzeniem oskrzeli i bezpłodnością (dziedziczona auto­
somalnie, recesywnie; 1:16000). Pierwotna dyskineza rzęsek 
połączona z przełożeniem trzewi (situs invertus) nazyw ana 
jest syndrom em  Kartagenera. Podłożem tych zaburzeń jest 
n ieprawidłowa budow a rzęsek, która prow adzi do upośle­
dzenia ich ruchomości. Rzęski nieruchome lub poruszające 
się w  niewłaściwy sposób nie mogą praw idłow o funkcjono­
wać. Dysfunkcja dyneiny może także prowadzić do dezor­
ganizacji korowych regionów mózgu. Przyczyną tej dezor­
ganizacji są defekty w migracji neuronalnej [54].

Niektóre z białek AAA, tj. p97, torsyna A, podjednostki 
regulatorowe 19S uw aża się, że mają związek z chorobami
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neurodegeneracyjnymi, bowiem wykryw a się je w  nieroz­
puszczalnych agregatach patogennych białek, które tworzą 
się w  komórkach nerwowych mózgu i prow adzą do jego 
degeneracji [24], Wiele chorób związanych z białkami AAA 
dziedziczy się autosomalnie, dominująco. Istnieje też pewna 
korelacja pomiędzy poziomem ekspresji genów białek AAA 
a chorobą. Na przykład stwierdza się zależność pomiędzy 
obniżonym  poziomem syntezy NSF a schizofrenią i epi­
lepsją [55,56]. Białko NSF ze względu na udział w  fuzjach 
błonowych ma wpływ na transport komórkowy, w tym 
transport neuroprzekaźników, w związku z tym jest istotne 
w  neurotransmisji. Stąd związek tego białka z niektórymi 
chorobami układu nerwowego.

PODSUMOWANIE

M oduły AAA są sercem molekularnej maszynerii kata­
lizującej proste, mechaniczne ruchy, które umożliwiają lub 
znoszą kontakty między makrocząsteczkami. Efektem tych 
ruchów  jest lokalne lub globalne rozwinięcie łańcucha po- 
lipeptydowego lub polinukłeotydowego DNA, składanie 
lub rozkładanie kompleksów białkowych, czy też transport 
makrocząsteczek. Aktywności te uwydatniają procesy istot­
ne dla replikacji DNA i rekombinacji, sekrecji, komórkowej 
reorganizacji i biogenezy organelli, degradacji białek i trans­
portu wewnątrzkomórkowego. Molekularne szczegóły tych 
wszystkich procesów nie zostały jeszcze w pełni poznane. 
Jednym  z najważniejszych w yzwań naukowych jest znale­
zienie odpowiedzi na pytanie, w jaki sposób wiązanie nu- 
kleotydu i hydroliza przyczyniają się do zmiennych ruchów 
dom en wymaganych w procesach rozwijania białek, rozkła­
dania kompleksów, czy w translokacji substratów. Niewie­
le też w iadom o na temat rozpoznawania substratów przez 
białka AAA, zarówno ich bezpośrednich oddziaływań z 
substratami, jak i poprzez białka adaptorow e w spółpracu­
jące z nimi. W jaki sposób wiązanie i uwalnianie substratów 
jest skoordynowane z w ewnętrznym i ruchami domen, aby 
wywołać przemianę strukturalną substratu? To kolejne py­
tanie, które jak na razie pozostaje bez odpowiedzi. Ponadto 
dalsze badania in vitro i in vivo są niezbędne, aby przekonać 
się, czy ATPazy AAA ssaków (p97/VCP, torsy na A, kom­
pleks regulatorowy 19S), wchodzące w skład różnych in­
kluzji tworzących się w  chorobach neurodegeneracyjnych, 
posiadają aktywność dezagregazy taką jak białka ClpB/ 
Hspl04.
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Structure, function and mechanisms of action of ATPases 
from the AAA superfamily of proteins
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ABSTRACT
AAA ATPases are found in all living organisms. Their common feature is the presence of a highly conserved the AAA domain referred to 
as AAA module that is responsible for ATP binding and hydrolysis. The AAA domain is required for proper function of AAA proteins. It 
contains 200-250 residues, among them there are two classical motifs, Walker A (GX4GKT) and Walker B (HyDE). AAA proteins participate in 
variety of cellular processes, including cell-cycle regulation, protein proteolysis and disaggregation, organelle biogenesis and intracellular 
transport. Some of them function as molecular chaperones, subunits of proteolytic complexes or independent proteases (FtsH, Lon). They also 
act as DN A helicases and transcription factors. This review describes the structure, function and mechanisms of action of the most known  
AAA proteins.
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