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One Call. One Source. 
A World of Biomedical Products.

ICN Pharmaceuticals, Inc. powstała w  1960 roku. 
Główna siedziba firm y znajduje się w Costa Mesa, 

Kalifornia, USA. Jeden z jej działów to 
ICN Biomedicals.lstnieje 20 przedstawicielstw 

na wszystkich kontynentach, w tym  
utworzone na początku tego roku 

przedstawicielstwo w Polsce. 
ICN Biomedicals w swojej ofercie 

posiada szeroki wachlarz odczynników 
biomedycznych, które podzielono 

według następujących dziedzin:

Cell Biology
Media hodowlane i bakteriologiczne, surowice, 
antybiotyki, cytokiny i czynniki wzrostu oraz zesta­
wy do ich oznaczania, a także linie komórkowe.

Immunobiologicals
Odczynniki C appel", przeciwciała monoklonalne 
i poliklonalne, wysokiej czystości antygeny, pro­
dukty do immunoblotingu, immunoprecypitacji, 
RIA, EIA, ELISA, odczynniki do badania nowo­
tworów i onkogenów.

Molecular Biology 
& Radiochemicals
Odczynniki do izolacji, oczyszczania i analizy kwa­
sów nukleinowych, odczynniki do reakcji POR, 
enzymy restrykcyjne, zestawy do chemiluminescen- 
cji i bioluminescencji, odczynniki do elektroforezy.

Neuroscience
Adenozydy, agonistyczne i antagonistyczne czynniki 
adrenergiczne, cholinergiczne, dopaminergiczne, 
aminy biogenne i zestawy ELISA do ich oznaczania, 
inhibitory enzymów, modulatory kanałów jonowych, 
przeciwciała i czynniki do badania sygnału  
transdukcji.
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Wykaz stosowanych skrótów: ak — aminokwas; apo apoli- 
poproteina; AM PA kwas-a-amino-3-hydroksy-5-metylo- 
-4-izoksazolopropionowy; APOBEC-1 podjednostka ka­
talityczna kompleksu redagującego mRNA apolipoproteiny 
B; dsRAD (inaczej DRADA lub ADAR) - deaminaza 
adenozyny dwunieiowego RNA indukowana przez inter­
feron; dsRNA dwuniciowy RNA; GluR receptor 
glutaminianu; LDL lipoproteina o malej gęstości; M T P  

mikrosomalne białko transportujące lipidy; N FI -  - no­
wotwory supresor neurofibromatozy typu I; PK R - kinaza 
białkowa zależna od RNA indukowana przez interferon; 
VLDL lipoproteina o bardzo małej gęstości; WTI — no­
wotworowy supresor guza Wilmsa.

I. Wstęp

Analizując sekwencje cDNA, otrzymane przez o d ­
wrotną transkrypcję niektórych m RNA zauważono, że 
w pewnych przypadkach nie odpowiadają one sekwen­
cjom eksonów kodujących te mRNA. Okazało się, że 
ta niezgodność jest wynikiem procesu zwanego reda-

1 M g r ,2 prof. dr hab., Katedra i Zakład Chemii Fizjologicz­
nej A. M. im. Karo la  Marcinkowskiego, ul. Święcickiego 6, 
60-781 Poznań

gowaniem RNA (ang. R N A  editinęj), polegającego na 
potranskrypcyjnej insercji. delecji bądź modyfikacji 
określonych nukleotydów. Redagowaniu m.in. ulegają 
RNA mitochondrialne, wirusowe, niektóre rRNA 
i tRNA. Szczególnie interesujące wydaje się redagowa­
nie jądrowych mRNA z uwagi na jego udział w meta­
bolizmie człowieka. Konsekwencją tego procesu, jeżeli 
redagowaniu ulega genetycznie określony kodon 
mRNA. może być zmiana sekwencji aminokwasów 
syntezowanego białka. Obecnie znane są dwa mecha­
nizmy redagowania jądrowych mRNA, przy czym 
w obu przypadkach ma miejsce deaminacja okreś­
lonego nukleotydu. Pierwszym jest deaminacja cyty- 
dyny mRNA apolipoproteiny B w jelicie cienkim 
ssaków. Drugim natomiast jest deaminacja adenozyny 
w pre-mRNA receptorów glutaminianu w mózgu 
ssaków. Ponadto  znane są przykłady redagowania 
transkryptów genów jądrowych kodujących białka 
supresorowe nowotworów, którego mechanizmy nie 
są wyjaśnione.

Celem pracy jest omówienie mechanizmów redago­
wania jądrowych transkryptów genów klasy II 
(mRNA) ssaków. W związku z tym pominięto, przed­
stawione wcześniej na łamach Postępów Biochemii, 
opisy redagowania innych rodzajów RNA.
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II. Redagowanie m RNA apolipoproteiny B

II-1. Rola apolipoprotein: B100 i B48

Apolipoproteina B (apoB) odgrywa ważną rolę 
w metabolizmie lipoprotein człowieka. Jako jedyne 
białko wchodzi w skład lipoprotein o małej gęstości 
(LDL), które transportują dwie trzecie cholesterolu 
zawartego w osoczu krwi. Zwiększenie stężenia LDL 
sprzyja odkładaniu się cholesterolu w ścianach naczyń 
krwionośnych, dlatego też jest jednym z głównych 
czynników ryzyka rozwoju miażdżycy tętnic [ 1].

Pełnej długości ludzka apoB — tzw. apoBlOO, 
o masie cząsteczkowej 512 kDa, zawiera 4536 am ino­
kwasów. Syntetyzowana jest w wątrobie i wykorzysty­
wana do tworzenia lipoprotein o bardzo małej gęstości 
(VLDL). Wydzielane do krążenia VLDL są przetwa­
rzane przy udziale lipazy lipoproteinowej w lipopro- 
teiny o pośredniej gęstości (IDL) i ostateczne w LDL
[1]. Oddziaływanie pomiędzy apoB, a lipidami w LDL 
następuje poprzez amfipatyczne ot-helisy i harmonijki- 
-(3, które przypuszczalnie decydują o nieodwracalnym 
wiązaniu się apolipoproteiny z lipidami [ 1],

W jelicie cienkim człowieka produktem białkowym 
genu apoB jest krótsza forma zwana apolipoproteina 
B48 (apoB48) — zawiera 2152 aminokwasów począw­
szy od N-końca (48% sekwencji apoBlOO). W odróż­

nieniu od apoBlOO apoB48 pozbawiona jest domeny 
receptorowej umożliwiającej rozpoznawanie i pinocy- 
tozę LDL przez komórki wątrobowe (hepatocyty). 
Synteza apoB48 w ścianie jelita jest niezbędna do 
składania i wydzielania chylomikronów wzbogaco­
nych w triacyloglicerole [ 1].

ApoB48 powstaje w wyniku modyfikacji potransk- 
rypcyjnej mRNA apoB. Proces redagowania mRNA 
apoB powoduje deaminację cytydyny w eksonie 26 
(C6666) do urydyny [2], Powoduje to zmianę kodonu 
G lu 2135 (CAA) na kodon stop (UAA). Redagowanie 
mRNA apoB ma miejsce w jelicie cienkim u wszystkich 
ssaków.

II-2. Sekwencje niezbędne dla redagowania apoB

W warunkach prawidłowych deaminacja cytydyny 
mRNA apoB zachodzi z dużą dokładnością. Stwier­
dzono, że proces ten zaczyna przebiegać w jądrze 
kom órkowym  równocześnie ze splicingiem i poliade- 
nylacją [3] jednakże szybkość redagowania wzrasta 
w miarę dojrzewania mRNA — obecność intronu 
blisko miejsca redagowania spowalnia ten proces [4], 
Poprzez ukierunkowaną mutagenezę zidentyfikowano 
sekwencje nukleotydowe mRNA apoB odpowiedzial­
ne za specyficzność redagowania. Mutacja któregokol­
wiek z nukleotydów w jedenastonukleotydowej sek-

SL VLDL
Rye. 1. Synteza  a p o l ip o p ro te in  B I 00 i B48

apoB  —  a p o l ip o p ro te in a  B; C 66h<1 —  cy tydyna  (6666 nuk lco ty d  m R N A  apoB ) ulegająca  d cam inac j i  do  u ry d y n y -U 6666; D C
—  d e a m in a c ja  cytydyny; SL  L D L  —  d o m e n a  apoBlOO o d p o w ie d z ia ln a  za sk ła d an ie  l ipop ro te in  o małej gęstości (LDL):  SL V L D L

- d o m e n a  ap o B 4 8  o d p o w ied z ia ln a  za sk ładan ie  a p o l ip o p ro te in  o b a rd z o  małej  gęstości (V L D L ) i ch y lo m ik ro n ó w ;  W R  L D L
—  d o m e n a  apoBlOO o d p o w ie d z ia ln a  za w iązanie L D L  z recep torem : J E L  — jelito;  W T R  —  w ątroba .
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wencji rozpoznającej zwanej „sekwencją cum owania” 
(ang. „mooring sequence”) znosi bądź w znacznym 
stopniu ogranicza redagowanie mRNA apoB in vitro, 
co wskazuje na ścisłą zależność procesu redagowania 
od tej sekwencji [5], Stwierdzono, że insercja „sekwen­
cji cum ow ania” do innego genu bądź innego miejsca 
w mRNA apoB powoduje deaminację najbliższej cyty- 
dyny w kierunku 5’ [6], Występowanie „sekwencji 
cum owania” jest również niezbędne dla złożenia edy- 
tosomu kompleksu redagującego zawierającego 
deaminazę cytydynową i białka pomocnicze [6]. O p ­
tymalnym warunkiem dla redagowania mRNA apoB 
jest występowanie czteronukleotydowej spacji pomię­
dzy cytydyną a „sekwencją cum owania”. Wydajność 
deaminacji zwiększa duża zawartość nukleotydów' A U 
w sekwencjach znajdujących się w sąsiedztwie „sek­
wencji cum ow ania” i/lub miejsca redagowania [7], 
W odległości siedmiu nukleotydów od „sekwencji 
cum ow ania” w kierunku 3’ stwierdzono występowanie 
drugiej „sekwencji cumowania” nieaktywnej z powodu 
braku cytydyny w miejscu potencjalnego redagowania. 
Sprawdzono, że deaminacji ulega cytydyna w prow a­
dzona w miejsce 6687 nukleotydu poprzedzającego tę 
sekwencję [ 8].

Przypuszczalnie funkcją drugiej „sekwencji cum o­
wania” jest utrzymywanie białek pomocniczych w po­
bliżu miejsca redagowania, co ma ułatwić ich mobiliza­
cję w momencie składania edytosomu.

i 1-3. Podjednostka katalityczna edytosomu

Znaczny postęp w zrozumieniu mechanizmu reda­
gowania był możliwy dzięki sklonowaniu cDNA ko­
dującego białko, które katalizuje redagowanie mRNA 
apoB. Białko to, o masie cząsteczkowej 27 kDa zwane 
APOBEC-1 (ang. apoB m R N A  editing enzyme cat alit yc 
polypeptide 1) stanowi podjednostkę katalityczną 
kompleksu redagującego (edytosomu) mRNA apoB. 
Należy do deaminaz adenozyny (EC 3.5) zależnych od 
Z n 2+ [9]. Pierwszym etapem klonowania cDNA k o ­
dującego ludzkie białko APOBEC-1, było wyizolowa­
nie z biblioteki cDNA jelita szczura cD NA kodującego 
białko (229 ak) redagujące mRNA apoB [10]. N astęp­
nie szczurzy cD N A  użyto jako sondę do identyfikacji 
ludzkiego cD NA kodującego APOBEC-1. Ludzki gen, 
który zawiera 5 eksonów jest zlokalizowany na k ró t­
kim ramieniu chromosomu 12 w paśmie 13.1 -13.2 [ 11]. 
Produkt białkowy genu ludzkiego składa się z 236 ak 
i jest w 70% homologiczny z białkiem szczurzym, od 
którego się różni brakiem występowania motywu 
zamka leucynowego [12]. Porównanie sekwencji sklo­
nowanych cD N A  APOBEC-1 człowieka i kilku ga tun ­
ków zwierząt pozwoliło na określenie w produkcie 
białkowym ośmiu konserwatywnych regionów [ 11- 
-14]. Dwa z nich utworzone przez aminokwasy 15-20 
oraz 31-34 należą do potencjalnych motywów o d ­
powiedzialnych za umiejscowienie jądrowe. Fragment 
sekwencji obejmujący aminokwasy 61-100 jest regio­

nem o 100% homologii, w którym aminokwasy kon­
serwatywne 61-66 oraz 84-93 tworzą część domeny 
katalitycznej [9, 15]. Trzy aminokwasy tej domeny: 
His61, Cys93 i Cys96 tworzą chelat z jonami Z n 2 + 
i wraz z G lu63 są niezbędne dla deaminacji cytydyny 
[9, 16]. Aminokwasy w pozycjach 189-193 tworzą dwa 
wysoce konserwatywne regiony zawierające reszty Pro 
przylegające do domen bogatych w Leu. Mogą one być 
odpowiedzialne za połączenie enzymu z białkami 
pomocniczymi. Ponadto APOBEC-1 posiada zdol­
ność wiązania RN A i w aktywnej postaci występuje 
jako samorzutnie utworzony homodimer [11]. Nie 
wiadomo jednak czy APOBEC-1 bierze udział w reda­
gowaniu innych mRNA. Lokalizacja tego białka 
w tkankach człowieka i królika odpowiada miejscom, 
gdzie mRNA apoB jest redagowany (przede wszystkim 
w jelicie cienkim i w niewielkim stopniu w okrężnicy) 
[11, 12], U szczura APOBEC-1 znajduje się w wąt­
robie i jelicie cienkim oraz w mniejszym stopniu 
w okrężnicy, nerkach, śledzionie, płucach i w ślado­
wych ilościach we wszystkich tkankach. U myszy 
ekspresja genu APOBEC-1 (który zawiera 8 eksonów, 
obejmuje obszar 25 kz i zlokalizowany jest na chrom o­
somie 6 [14]) ma miejsce głównie w jelicie cienkim 
i wątrobie. Techniką hybrydyzacji RNA-DNA (ang. 
Northern blotting) wykazano istnienie dwóch izoform 
mysiego mRNA APOBEC-1 o różnych wielkościach: 
w jelicie cienkim — 2.2 kz, a w wątrobie, śledzionie, 
nerkach, płucach, mięśniach i sercu -  2.4 kz [2, 11. 12], 
Mysi mRNA APOBEC-1 z wątroby (2.4 kz) zawiera 
transkrypt wszystkich 8 eksonów natomiast mRNA 
APOBEC-1 z jelita (2.2 kz) nie posiada sekwencji 
będącej produktem pierwszych trzech eksonów, gdyż 
transkrypcja jelitowa genu inicjowana jest w eksonie 
czwartym [14]. Jelitowy mRNA APOBEC-1 zawiera 
na końcu 5' swoisty 102-nukleotydowy odcinek, który 
nie występuje w wątrobowym mRNA, gdyż zostaje 
usunięty podczas splicingu [14], W liniach komórek 
nowotworowych badano ekspresję genu reportera 
wykorzystując jako promotory sekwencje mysiego 
genu APOBEC-1 poprzedzające ekson 1 o razekson4 . 
Wykazano, że sekwencja poprzedzająca ekson 1 za­
chowuje się jak prom otor w transfekowanych kom ór­
kach wątrobowych (Hepa), a sekwencja poprzedzająca 
ekson 4 posiada aktywność prom otora w transfekowa­
nych komórkach jelitowych (Caco), co wskazuje na 
specyficzność tkankową ekspersji obu izoform. Stwier­
dzono, że wątrobowy mRNA istnieje w dwóch for­
mach ulegających alternatywnemu splicingowi (ang. 
alternative splicing) dzięki różnym miejscom akcep­
torowym w eksonie czwartym. Zatem w wątrobie 
i jelicie myszy wybór prom otora i alternatywny spli­
cing mogą warunkować specyficzną dla danej tkanki 
ekspresję genu [14].

II-4. Białka pomocnicze edytosomu

Chociaż APOBEC-1 posiada zdolność do wiązania
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RNA, enzym nie może redagować mRNA apoB in vitro 
bez udziału białek pomocniczych (ang. auxiliary prote­
ins) [11, 13]. Białka pomocnicze mogą specyficznie 
oddziaływać z mRNA apoB a ponadto  wiążą się 
z APOBEC-1. Motyw sekwencji APOBEC-1 bogaty 
w leucynę może być odpowiedzialny za połączenie 
z tymi białkami. Przed złożeniem edytosomu, którego 
stała sedymentacji wynosi 27S [17] wchodzą one 
w skład kompleksów o stałej sedymentacji 60S [2], 
W obecności m RNA apoB kompleks 60S dysocjuje na 
wolne białka pomocnicze, które wiążą się z „sekwencją 
cum owania” tworząc kompleks o stałej sedymentacji 
11S rozpoznający miejsce redagowania mRNA apoB 
[17], Badania wiązania się białek z mRNA apoB in 
vitro wykazały, że białka z ekstraktów wątrobowych 
i jelitowych — kowalencyjnie związane z mRNA apoB 
pod wpływem promieniowania UV (ang. U V  cross- 
-linking) mają masę cząsteczkową od 44 do 66 kDa 
[17], N a przykład wykryte w enterocytach szczura 
białko pomocnicze o masie cząsteczkowej 60 kD a (p60) 
wiąże się z nukleotydami mRNA apoB w pozycjach 
6671-6674 wchodzącymi w skład jedenastonukleoty- 
dowej „sekwencji cum owania”. Świadczy o tym osła­
bienie wiązania p60 z mRNA apoB wywołane m utac­
jami w obrębie tej sekwencji [2], Ponadto  w edytoso- 
mie wykryto białko antygenowe o masie cząsteczkowej 
240 kD a (p240). Jednakże nie wykazano, aby białko 
p240 łączyło się z mRNA apoB lub APOBEC-1 [18], 
Przypuszczalnie białko to uczestniczy w składaniu 
i stabilizacji edytosomu. Ostatnio sklonowano cDNA 
kodujący białko wiążące się z APOBEC-1 i z mRNA 
apoB. Białko to nazwane ABBP-1 (ang. APOBEC-1  
Binding Protein-1) o masie cząsteczkowej 35 kD a 
zawiera 331 aminokwasów [19]. Jest ono identyczne 
z opisaną wcześniej ludzką rybonukleoproteiną 
A/B h n R N P  [20], od której różni się sekwencją 
47 reszt aminokwasowych końca karboksylowego. 
W hodowli komórek, w których zachodziła ekspresja 
genu APOBEC-1 transfekcja antysensowym cDNA

białka APPB-1 hamującym ekspresję genu ABBP-1 
spowodowała znaczne ograniczenie redagowania 
mRNA apoB [19], Świadczy to o udziale ABBP-1 jako 
białka pomocniczego w redagowaniu m RNA apoB 
in vivo.

Nieznana jest liczba ani rodzaje białek pom oc­
niczych biorących udział w redagowaniu m RN A apoB. 
Wiadomo natomiast, że znajdują się one nie tylko 
w tkankach syntetyzujących apoB48, ale również 
w tkankach i narządach, w których nie wykrywa się 
produktów redagowania mRNA apoB [9-11. 13], 
Występowanie tych białek w wielu tkankach może 
świadczyć o ich udziale w innych — dotychczas nie 
odkrytych rodzajach redagowania mRNA.

III. Redagowanie m RNA receptorów gluta­
minianu

III-I. Rola receptorów glutaminianu

Drugim z przedstawianych mechanizmów selektyw­
nego redagowania mRNA jest deaminacja adenozyny 
wykryta w transkryptach genów receptorów glutami­
nianu. Glutaminian (Glu) jest głównym neuroprzekaź- 
nikiem pobudzającym postsynaptyczne receptory ka­
nałów jonowych w ośrodkowym układzie nerwowym. 
Wynikiem substytucji aminokwasu (lub am inokw a­
sów) w białku receptora Glu jest zmniejszenie przewo­
dnictwa kanału jonowego [21, 22], Zapobiega to 
napływowi jonów wapnia (Ca2 + ) do komórki ner­
wowej (neuronu). N admiar C a2 + w neuronie trwale 
depolaryzuje błonę komórkową i powoduje zwię­
kszone uwalnianie Glu. Może to prowadzić do łań­
cuchowego zniszczenia wielu komórek (kaskada gluta- 
minianowa) wskutek wzrostu ciśnienia osmotycznego 
oraz przez aktywację nukleaz, proteaz i lipaz zależnych 
od jonów C a2+ [23]. Receptory glutaminianu (GluR) 
są produktami białkowymi ponad dwudziestu genów 
[24], W transkryptach pięciu z nich zidentyfikowano

Rvc. 2. K o m p le k s  redag u jący  (edy tosom ) m R N A  a p o l ip o p ro te in y  B w edług [1]  zm o d y f ik o w a n o  według [8. 18. 19]
A P O B E C - 1  —  p o d je d n o s tk a  ka ta l izu jąca  d eam inac ję  cy tydyny  (C hflb<11-6666 n u k leo ty d u  m R N A  apoB ; ABBP-1 —  b ia łko  p o m o c n ic z e  
w iążące  się z m R N A  ap o B  i A P O B E C - 1; K —  miejsce ka ta l i tycznej  deam inac j i  m R N A  a poB : SC  —  „sekwencja c u m o w a n ia ” (nu k leo ty d y  
6671-6681); S C ’ —  „sekw encja  c u m o w a n ia ” (n uk leo tydy  6688-6710) a k ty w n a  po w p ro w a d z e n iu  cytydyny (C ’) w miejsce 6687 
n u k leo ty d u ;  W  — sekw encja  m R N A  a p o B  w pływ ająca  na  w yda jność  deam inacji ;  240 k D a  — b ia łko  pom ocn icze  s tabil izujące  e dy tosom .
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łącznie osiem miejsc redagowania, w których deamina- 
cja adenozyny powoduje zamianę aminokwasu. W y­
stępują one w pre-mRNA receptorów glutaminianu 
należących do klas receptorów AM PA (kwasu oc-ami- 
no-3-hydroksy-5-metylo-4-izoksazolopropionowego) 
oraz receptorów kainowych — rozpoznających kwas 
kainowy (cykliczny analog Glu) [24 26], Wyróżnia się 
tzw. miejsca redagowania: Q/R, R/G, I V i Y/C 
określone przez aminokwasy kodowane w pierwot­
nym transkrypcie genu GluR i kodowane po redago­
waniu. Redagowanie zachodzi w pre-mRNA trzech 
receptorów AM PA: GluR-B (w miejscach: Q R i R/G), 
GluR-C (w miejscu R/G) i G luR-D (w miejscu R/G) 
oraz w pre-mRNA dwóch receptorów kainowych: 
GluR5 (w miejscu Q R) i GluRó (w miejscach: Q/R, I V 
i Y/C) [24. 26],

III-2. Sekwencje niezbędne dla redagowania

W biosyntezie receptora glutaminianu redagowaniu 
ulega pre-mRNA GluR. Deaminacja zachodzi przed 
splicingiem i wymaga występowania w pre-mRNA 
odcinka dwuniciowego RNA (dsRNA) utworzonego 
przez fragment eksonu (liczący kilkanaście nt) zawiera­
jący modyfikowaną adenozynę i komplementarną do 
niego sekwencję intronu. Sekwencja ta może przylegać 
do miejsca redagowania (pre-mRNA GluR-B [27]) lub 
być od niego odległa o ok. 1860 nukleotydów (pre- 
-mRNA GluR5 i GluRó [26]). Ponadto  nie musi być 
komplementarna do miejsca redagowania, gdyż w pre- 
-mRNA GluR-B modyfikowana adenozyna w miejscu 
Q/S tworzy wiązanie wodorowe z uracylem, natomiast 
w miejscu R/S pozostaje niezwiązana i nie ma to 
wpływu na wydajność reakcji [27], Intron zawiera też 
kilka sekwencji będących odwróconym powtórzeniem 
własnych sekwencji (ang. inverted repeat). Umożliwiają 
one tworzenie dodatkowych fragmentów dsRNA przy­
puszczalnie zwiększających wydajność redagowania 
[24-27], Wydajność in vitro jest największa, gdy dłu­
gość dsRNA wynosi 100 pz. Jeżeli dsRNA jest krótszy 
niż 36 pz, większość reszt adenozyny pozostaje nie- 
zmodyfikowana [28].

III-3. Deaminazy adenozyny zależne od dwunicio­
wego RNA

Specyficzne redagowanie pre-mRNA GluR katali­
zują deaminazy adenozyny dwuniciowego RNA. En­
zymy te działają na regiony dsRNA katalizując deami- 
nację adenozyny do inozyny, która w procesie trans­
lacji jest odczytywana jako  guanozyna. Zlokalizowane 
są w większości komórek ssaków i nie działają na 
reszty adenozyny jednoniciowego RNA ani DNA 
[29]. Pierwszą z wyizolowanych deaminaz adenozyny 
dsRNA nazwano dsRADl (również DRADA1 lub 
ADAR1) [29, 30]. Stwierdzono, że ekspresja genu 
dsRADl jest indukowana przez interferony 2 i 7 [30, 
31]. Enzym może katalizować zarówno redagowanie

pre-mRNA GluR jak i wirusowego RNA [30-32], 
Przykładem tego jest redagowanie kolistego jedno­
niciowego RNA wirusa HDV (wirus <) zapalenia 
wątroby), w wyniku którego powstają dwa białka
0 różnych funkcjach w cyklu rozwojowym wirusa. 
W tym przypadku fragment RNA wirusa tworzy 
w miejscu redagowania samokomplementarny dsRNA
[33]. Ludzki gen dsRADl posiada długość 30 kpz, 
zawiera 15 eksonów i zlokalizowany jest na długim 
ramieniu chromosomu 1 w paśmie 21.1-21.2 [34], 
Produkt białkowy genu dsRADl o masie cząstecz­
kowej 140 kD a zawiera 1226 ak. Blisko końca am ino­
wego białka występuje domena wiążąca Z-DNA [28, 
35], Analiza kom puterowa 137 genów wykazała, że 
konformacja Z-DNA występuje 10 razy częściej na 
końcu 5' niż na końcu 3' tych genów7 co sugeruje, że 
redagowanie RNA przez dsRADl jest regulowane 
przez tworzenie Z-DNA [36],

W środkowej części białka występują trzy domeny 
wiążące dsRNA, zawierające wysoce zachowawcze
1 powtarzalne sekw7encje aminokwasów. Domeny te, 
oznaczone jako  R l .R I I iR l I l ,  kodowane są odpowied­
nio przez eksony 3, 5 i 7 [34, 37], Motywy zachowaw­
cze domen R wykryto w kilku białkach wiążących się 
z dsRNA, do których należy kinaza białkowa zależna 
od RNA indukowana przez interferon (PKR) [38], 
Stwierdzono, że domeny R w PKR i dsRADl posiada­
ją m.in. identyczne motywy (SKK), zawierające lizynę, 
niezbędną dla wiązania się z substratem enzymu [37, 
38], Stosując ukierunkowaną mutagenezę stwierdzo­
no, że domena R1II jest najważniejsza, a RII najmniej 
ważna dla aktywności enzymu [30]. Domeny te zawie­
rają miejsca alternatywnego splicingu, które um oż­
liwiają występowanie trzech izoform dsR A D l, z k tó ­
rych dwńe są krótsze, od białka o pełnej długości 
(forma-a), na skutek delecji 26 ak w eksonie 7 (forma-b) 
lub 19 ak w eksonie 6 (forma-c). Aktywności en­
zymatyczne tych izoform są podobne, natomiast ich 
ekspresja jest zróżnicowana tkankowo [37]. W po­
bliżu końca karboksylowego dsRADl występuje re­
gion podobny do domeny katalitycznej deaminaz 
hydrolitycznych posiadający potencjalne miejsce ko­
ordynacyjnego wiązania Z n 2 + . Domena katalityczna 
zawiera zachowawczą sekwencję CHAE (Cys909, 
His910, Ala911. G lu 912), w której reszty His i Glu, 
rozdzielone niepolarną resztą (Ala), są kluczowe dla 
aktywności enzymu, podobnie jak w przypadku APO- 
BEC-1. Sekwencja CHAE występuje też w innych 
deaminazach adenozyny zależnych od dsRNA (RED1, 
RED2) [30]. Mutacja w obrębie tej sekwencji hamuje 
aktywność enzymu, ale nie wpływa na jego wiązanie się 
z substratem (dsRNA). Reszty aminokwasowe His910, 
C y s 966 i C ys1036 tw7orzą wiązania koordynacyjne 
z Z n 2+ natomiast reszta G lu 912 przypuszczalnie bierze 
udział w przenoszeniu protonu [39],

Z biblioteki cDNA szczura wyizolowano cDNA 
wspomnianej deaminazy adenozynowej zależnej od 
dwuniciowego RNA nazwanej RED1 (711 ak). Sklono-
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wano również cDNA ludzkiego białka — hR E D l 
[140], którego gen znajduje się na długim ramieniu 
chromosomu 21 w paśmie 22.3 [41]. Produkt białkowy 
genu występuje w dwóch izoformach zawierających 
701 oraz 741 ak [41]. Dłuższa izoforma powstaje 
dzięki alternatywnemu splicingowi, podczas którego 
z pre-mRNA hR E D l nie zostaje usunięta sekwencja 
AluJ. Wykazano, że w warunkach in vitro, REDI 
znacznie efektywniej niż dsRADl redaguje miejsce 
Q/R w pre-mRNA GluR-B [25], Najnowsze badania 
obu enzymów porównujące specyficzność redagowa­
nia pre-mRNA GluR-B w komórkach HeLa dowiodły. 
że hR E D l jest enzymem odpowiedzialnym za redago­
wanie pre-mRNA GluR-B in vivo [27],

Sklonowano również cDNA deaminazy adenozyny 
dsRNA nazwanej RED2 [42], Sekwencja RED2 jest 
podobna do REDI. Jednakże RED2 nie katalizuje 
redagowania pre-mRNA GluR-B, a jego ekspresja ma 
miejsce tylko w mózgu. Możliwe jest więc. że RED2 
katalizuje redagowanie transkryptów specyficznych 
tkankowo [42], Ostatnio sklonowano również cDNA 
enzymu, którego sekwencja wykazuje wysoką homo- 
logię do sekwencji dsRAD l nazwanego dsRAD2 (lub 
DRADA2) i różną od dsRADl specyficzność sub­
stratową [43], Enzym ten występuje w czterech izofor­
mach (a, b, c, d) powstających podobnie jak w przypad­
ku dsRAD l dzięki alternatywnemu splicingowi. Izo- 
formy te różnią się aktywnością redagowania

pre-mRNA GluR-B. Stwierdzono, że formy -a i -b 
dsRAD2 wykazują podobną aktywność redagowania 
miejsc Q R i R/G w pre-mRNA GluR-B jest RED1 
natomiast formy -c i -d dsRAD2 nie posiadają aktyw­
ności redagowania tych miejsc. Nie wykazano ich 
udziału w redagowaniu innych pre-mRNA [43].

IV. Redagowanie a nowotworzenie

IV-I. Udział APOBEC-1 w nowotworzeniu

Aktywność APOBEC-1 stwierdzono w kilku liniach 
wyprowadzonych z komórek nowotworowych nie 
syntetyzujących apoB48 co sugeruje, że w tych kom ór­
kach APOBEC-1 ma inną funkcję [44], Ostatnio 
wykazano, że myszy transgeniczne, u których obser­
wuje się zwiększoną ekspresję APOBEC-1 redagują 
inne rodzaje mRNA [45], Aby ustalić, czy zwiększenie 
ekspresji enzymu obniży produkcję EDL poprzez 
zredukowanie syntezy apoBlOO wyhodowano trans­
geniczne króliki i myszy, u których występowała 
nadmierna ekspresja APOBEC-1 w wątrobie. Stwier­
dzono, że w wątrobach tych zwierząt mRNA apoB byl 
redagowany, a stężenie apoBlOO i LDL było zmniej­
szone w porównaniu z grupą zwierząt kontrolnych 
[45]. Nieoczekiwanie jednak wszystkie transgeniczne 
myszy i króliki wykazały wątrobową dysplazję a wiele 
myszy raka wątroby. Badano także inne wątrobowe

pre-mRNA GluR-B
Ryc. 3. R e dagow an ie  miejsca R /G  w p re -m R N A  recep to ra  g lu ta m in ia n o w e g o  B p rze /  d eam in azę  aden o zy n y  zależną od  dw un ic iow ego  R N A  

w edług  [28] z m o d y f ik o w a n o  w edług [27]
A ’ —  a d e n o z y n a  u legająca  deam inacj i  w miejscu r e d a g o w a n ia  R /G  (zm iany  k o d o n u  a rg in iny  na k o d o n  glicyny); d sR A D  —  d e a m in a z a  
a d en o zy n y  za leżna  od  p o d w ó jn o n ic io w eg o  R NA ; d s R N A  p o d w ó jn o n ie io w y  R N A  wiążący się z d c a m in a z ą  adenozyny;  G luR -B  
— recep to r  g lu ta m in ia n o w y  B; poi R N A  II — p o l im e ra z a  R N A  II; Z - D N A  — fragm ent  Z -D N  A na k ońcu  genu wiążący się z dc a m in a z ą  
adenozyny .
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mRNA posiadające „sekwencje cumowania” podobne 
do tych w mRNA apoB analizując deaminację cytydy- 
ny i stwierdzono, że redagowaniu w wątrobie myszy 
transgenicznych ulegają mRNA kinazy tyrozynowej 
i homologu jednego z czynników inicjacji translacji [ 1,
45], Wyniki te sugerują, że uboczne redagowanie 
wątrobowych mRNA kodujących białka o ważnych 
funkcjach fizjologicznych wywołuje dysplazję i raka 
wątroby. Identyfikacja tych białek może doprowadzić 
do odkrycia nowych cząsteczek o ważnych funkcjach 
biologicznych.

IV-2. Redagowanie transkryptów antyonkogenów

Występowanie „sekwencji cumowania” stwierdzono 
również w mRNA kodującym supresor nowotworu 
nerwiakowłókniaka typu I — NF1 (ang. neurofib- 
romatosis type I) [46], Produkt białkowy genu NF1 
-  neurofibromina (372 kDa) jest odpowiedzialny za 

hydrolizę G T P  związanego z białkiem Ras biorącym 
udział w transdukcji sygnału prowadzącej do wzmoże­
nia podziałów komórkowych [47], Redagowanie 
mRNA NF1 modyfikuje cytydynę 2914 w kodonie Arg 
(CGA) do urydyny tworząc kodon stop (UGA). Z a ­
chodzi ono w normalnej tkance i kilkakrotnie inten­
sywniej w nowotworowej. W odróżnieniu od mRNA 
apoB redagowanie mRNA NF1 jest niezależne od 
aktywności APOBEC-1 co sugeruje, że inny enzym 
bierze udział w redagowaniu tego mRNA [46]. Reda­
gowanie mRNA stwierdzono także w transkrypcie 
genu białka WT1 powodującego supresję nerczaka 
(guza Wilmsa). Produkt białkowy genu WT1 jest 
czynnikiem transkrpcyjnym (posiadającym motyw 
czterech palców cynkowych) krytycznym dla prawid­
łowego rozwoju narządów moczowo-płciowych. Jest 
niezbędny w różnicowaniu nefroblastów do komórek 
nefronów. Może odgrywać wieloraką funkcję w roz­
woju nabłonka nerkowego i powstawaniu nowotworu 
[48]. Ponadto  stwierdzono, że WT1 jest induktorem 
ekspresji genu białka p21 — inhibitora kinazy zależnej 
od cykliny [49], Powoduje również supresję genu 
receptora insulinopodobnego czynnika wzrostu IGF-I 
(ang. insulin like growth factor I) hamując proliferację 
komórek [50] oraz w dojrzałym nabłonku nerkowym 
represję genu Pax-2 regulującego wczesne etapy mor- 
fogenezy nerek [51]. Stwierdzono, że WT1 wiąże się 
z tą samą sekwencją promotorową, z którą reaguje 
białkowy produkt genu odpowiedzi wczesnego wzros­
tu EGR-1 (ang. Early Growth Response-1) i w wyniku 
oddziaływania białko -DNA hamuje transkrypcję ak ­
tywowaną przez EGR-1 [52],

Redagowanie mRNA WT1 obserwowane u człowie­
ka i szczura, polega na amidacji urydyny (w pozycji 
839) do cytydyny [53]. Zredagowany mRNA WT1 
zawierający kodon proliny (CCC) zamiast leucyny 
(CUC) koduje białko o mniejszej o 30% efektywności 
hamowania transkrypcji aktywowanej przez białkowy 
produkt genu EGR-1 [52, 53],

V. Uwagi końcowe

Obecnie znanych jest kilka przykładów redagowa­
nia jądrowych mRNA. Poznano enzym redagujący 
mRNA apoB oraz enzymy redagujące mRNA GluR. 
Nie są znane natomiast enzymy odpowiedzialne za 
redagowanie mRNA transkryptów antyonkogenów 
wywołujące nowotworzenie. Niejest znana ilość białek 
pomocniczych biorących udział w7 redagowaniu jąd ­
rowych mRNA. Białka te występują w kilku rodzajach 
tkanek również w tych, w których redagowanie niejest 
zauważalne.

Duże zainteresowanie udziałem APOBEC-1 w reda­
gowaniu mRNA apoB wiąże sie z jego ewentualnym 
zastosowaniem w terapii genowej obniżającej poziom 
cholesterolu w osoczu krwi. Polegałaby ona na w pro­
wadzeniu do wątroby genu APOBEC-1. Jednakże tego 
typu próby dokonane na myszach i królikach poważ­
nie podważyły możliwość zastosowania APOBEC-1 
w terapii genowej ze względu na rozwój nowotworu 
wątroby [45], Bardziej obiecującą możliwością terapii 
pozostaje inhibicja mikrosomalnego białka transpor­
towego (MTP) niezbędnego dla składania oraz wy­
dzielania VLDL i chylomikronów [1]. Poznano sek­
wencje czterech deaminaz adenozyny dsRNA, katali­
zujących redagowanie pre-mRNA GluR w mózgu oraz 
ich lokalizacje chromosomalne. Gen hR ED l zlokali­
zowany jest w regionie odpowiedzialnym za występo­
wanie niektórych chorób psychicznych, w tym psycho­
zy afektywnej dwubiegunowej [41], Obecnie istnieje 
więc możliwość rozstrzygnięcia, czy uszkodzenia neu­
ronów, będące przyczyną tych chorób, są spowodowa­
ne nadmiernym napływem C a2 + , wywołanym m utac­
jami genów enzymów katalizujących redagowanie 
pre-mRNA GluR.

Podziękowanie
Autorzy dziękują panu dr Arturowi J a r  m o 1 o w s k i e m u 
za wnikliwe przeczytanie pracy i podzielenie się merytorycz­
nymi uwagami dotyczącymi tekstu, które przyczyniły się do 
jego poprawienia.

Artykuł otrzymano 3 lipca ¡997 r.
Zaakceptowano do druku 6 stycznia 1998 r.

A D D E N D U M
Ludzki gen APOBEC-1 posiada 5 eksonów. Miejsce inicjacji 
translacji występuje w eksonie drugim. Sekwencja końcowa 
5' zawiera dwie powtarzalne sekwencje Alu. Wykazano 
istnienie dwóch miejsc inicjacji transkrypcji. Pierwsze miejs­
ce inicjacji transkrypcji znajduje się na początku niekodują- 
cego eksonu 1 i poprzedzone jest pierwszą sekwencją Alu. 
Drugie miejsce inicjacji transkrypcji znajduje się wewnątrz 
drugiej sekwencji Alu występującej w intronie 1, który zostaje 
wycięty podczas splicingu w przypadku startu transkrypcji 
z miejsca pierwszego. Żadne z miejsc inicjacji transkrypcji nie 
posiada kasety TATA ani CCAT [54].

[54] F u j i n o T. N a v a r a t n  a m N.  S c o t t  J, (1998) 
Genomics 47: 266-275
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Małe jąderkowe RNA  

Small nucleolar RNA
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Wykaz stosowanych skrótów: rD N A  — rybosomowy DNA; 
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RNA; snoR N P  — kompleks rybonukleoproteinowy; pre- 
-rR NA  — prekursorowy rRNA; T M G  2,2,7 trójmetylogu- 
anozyna; BP -  miejsce rozgałęzienia; ETS - zewnętrzna 
sekwencja niekodująca; ITS -  wewnętrzna sekwencja nie- 
kodująca; M R P  drożdżowa rybonukleaza; kDA kilo- 
daltony.

I. Wstęp

Informacja genetyczna komórki zawarta w kwasie 
deoksyrybonukleinowym przepisywana jest w proce­
sie transkrypcji, a następnie translacji dając odpowied­
nią sekwencję aminokwasową białka. Synteza białka 
zachodzi w kompleksach rybonukleoproteinowych 
zwanych rybosomami. Elementami składowymi rybo­
somów są, oprócz białek, cząsteczki rybosomowego 
RNA (rRNA). W przypadku cytoplazmatycznych ry­
bosomów u Eukaryota są to: 18S rRNA, 5,8S rRNA, 
25-28S rRNA i 5S rRNA. Pierwsze trzy z tych cząs­
teczek pochodzą z jednego dużego transkryptu pier­
wotnego będącego produktem  transkrypcji tzw. rDN A 
(Ryc. 1), natomiast 5S rRNA jest transkryptem sam o­
dzielnym. Rybosomowy DNA (rDNA) u eukariontów 
powtarza się setki, a nawet tysiące razy w układzie 
tandemowym. Znajduje się w specjalnych miejscach 
chromosomów, które są związane z tworzeniem jąder- 
ka. Podczas oogenezy u Xenopus laeuis rDNA jest 
selektywnie replikowany kilka tysięcy razy, co pow o­
duje zwiększenie liczby jego kopii do 2 x 106, tak że 
stanowią one ok. 75% DNA oocytów. Cząsteczki 
RNA wchodzące w skład prekursorowego rRNA są po

1 Mgr, 2dr hab., Zakład Ekspresji Genów, UAM ul. Między- 
chodzka 5, 60-371 Poznań
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transkry pcji wycinane oraz chemicznie modyfikowane. 
Modyfikowaniu ulegają tak zasady, jak i reszty rybo- 
zowe nukleozydów rybosomowych cząsteczek RNA. 
U kręgowców cząsteczki rRNA zawierają ok. 100 
metylowanych reszt cukrowych, 95 pseudourydyn i 10 
metylowanych zasad. Natomiast u drożdży modyfika­
cje te są o połowę mniej liczne.

W procesie dojrzewania cząsteczek RNA takich, jak 
pre-mRNA czy pre-rRNA udział biorą małe cząsteczki 
RNA, które ze względu na lokalizację oraz pełnioną 
funkcję podzielić można na dwie klasy: małe jądrowe 
RNA (snRNA — ang. small nuclear RNA)  oraz małe 
jąderkowe RNA (snoRNA — ang. small nucleolar 
RNA).  Cząsteczki jądrowych snRNA uczestniczą 
w dojrzewaniu pre-mRNA na terenie jądra, podczas 
gdy jąderkowe cząsteczki snoRNA biorą udział w doj­
rzewaniu pre-rRNA (lub i w biogenezie rybosomu) na 
terenie jąderka [1-3],

Wszystkie dotąd scharakteryzowane małe jąd er­
kowe RNA są pochodzenia eukariotycznego (więk­
szość pochodzi z drożdży, a pozostałe z kręgowców). 
Nie ma natomiast dowodu na to aby jakiekolwiek 
cząsteczki podobne do snoRNA brały udział w doj­
rzewaniu prokariotycznych rRNA. Jedynie u bakterii 
Sulfolobus acidocaladarius, należącej do królestwa Ar- 
chaebacteria, odkryto małe cząsteczki RNA będące 
podobne pod względem funkcjonalnym do eukario ty­
cznego U3 snoRNA. Te tak zwane U3-podobne RNA 
są podstawowym składnikiem archebakteryjnej R N P 
endonukleazy biorącej udział w dojrzewaniu 16S 
rRNA. W obrębie cząsteczki podobnej do U3 znajduje 
się motyw nukleotydowy komplementarny do regionu 
pre-rRNA zawierającego trzy miejsca hydrolizy wią­
zań fosfodiestrowych generujących 16S rRNA [4-7], 

Podobnie do snRNA biorących udział w splicingu
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Rye. 1. T ra n s k ry p t  p ie rw o tn y  e u k ar io tycznych  ry b o so m o w y ch  R N A  p o c h o d ząc y ch  z rD N A . Cząsteczki  18S. 5.8S i 25 28S r R N A  k o d o w a n e  są 
w t r an sk ry p c je  p ie rw o tn y m  osk rzy d lo n y m  zew nętrznym i sekw encjam i n iekodującym i:  5' ETS i 3' ETS (ang. external transcribed spacers) 
o raz  rozdz ie lone  przez dwie w ew nętrzne  sekwencje n iekodujące:  ITS 1 i ITS 2 (ang. internal transcribed spacers).

pre-mRNA, snoRNA łączą się ze specyficznymi biał­
kami i występują jako  osobne kompleksy rybonu- 
kleinoproteinowe zwane snoRNP. Uważa się, że 
snoR N P łączą się z pre-rRNA, białkami rybosomal- 
nymi oraz białkami nierybosomalnymi tworząc olb­
rzymie kompleksy biorące udział w dojrzewaniu rRNA 
i składaniu podjednostek rybosomalnych. Brak pew­
nych specyficznych snoRNA i zasocjowanych z nimi 
białek lub mutacje w cząsteczkach snoRNA blokują 
dojrzewanie dużych transkryptów rRNA i hamują 
produkcję cząsteczek 18S, 5.8S i 25S/28S rRNA [3],

II. Klasyfikacja snoRNA i ich struktura

Cząsteczki małych jąderkowych snoRNA można 
podzielić na dwie grupy w zależności od sposobu ich 
powstawania. Pierwsza to nie-intronowe snoRNA. 
Nazwa ta dotyczy cząsteczek RNA, które kodowane są 
przez „samodzielne jednostki genowe” (zwane dalej 
genami niezależnymi). Druga grupa to intronowe 
snoRNA. Są to cząsteczki, których sekwencje kodujące 
zawarte są w intronach różnych pre-mRNA.

Inny rodzaj klasyfikacji opiera się na obecności 
pewnych konserwatywnych struktur i sekwencji nu- 
kleotydowych w snoRNA. Pierwsza grupa cząsteczek 
snoRNA posiada konserwatywne bloki C i D. Te 
snoRNA, zwane C /D  snoRNA, zasocjowane są z fi- 
brylaryną i większość z nich (tzw. antysensowne snoR­
NA) jest istotna dla prawidłowej metylacji reszt rybo- 
zowych w rRNA. Drugą grupę stanowią snoRNA 
odznaczające się obecnością tzw. bloku H (sekwencja: 
ANANNA, gdzie N oznacza jakikolwiek nukleotyd) 
oraz sekwencji nukleotydowej ACA [8, 9], Cząsteczki 
te, zwane ACA snoRNA, zasocjowane są z istotnym 
białkiem jąderkowym  — G ar 1. Dowiedziono, że 
pełnią istotną rolę w pseudorydylacji rRNA. Tabe-

Tabela 1.

la 1 przedstawia klasyfikację snoRNA pod kątem kon­
serwatywnych struktur i sekwencji nukleotydowych.

Kilka sekwencji nukleotydowych oraz elementów 
struktur drugorzędowych jest konserwatywnych 
wśród cząsteczek snoRNA. Sekwencje konserwatywne 
stanowi sześć elementów, znanych jako domeny A i B, 
bloki C i D. blok H, sekwencja ACA oraz fragmenty 
sekwencji nukleotydowej snoRNA komplementarne 
do rRNA. Elementy te nie są identyczne w każdym 
snoRNA. w którym występują ale wykazują między 
sobą wysokie podobieństwo. Domeny A i B istnieją 
jedynie w U3 oraz w U 14 (nie są to jednak domeny 
homologiczne) [10, 11], podczas gdy bloki C i D wy­
stępują zarówno w U3 i U 14 jak i w wielu innych 
snoRNA, zazwyczaj razem. Zidentyfikowano również 
blok podobny do C (zwany C’) zlokalizowany w U3 
oraz blok podobny do D (zwany D ’) występujący 
w' kilku innych rodzajach snoRNA (rozdział VI-2).

Domeny A oraz B zawarte w U3 i U 14 snoRNA są 
komplementarne do różnych regionów' 18S rRNA. 
Analizy genetyczne wykazały, że obie domeny w droż- 
dżowym U14, długości 13 i 14 nukleotydów są istotne 
dla produkcji dojrzałego 18S rRNA. Są one konser­
watywne pośród wszystkich U 14 RNA (zarówno 
u drożdży jak i u kręgowców) i są podstawowe dla 
aktywności U 14. Zostały przeprowadzone ekspery­
menty wykazujące ważność komplementarności zasad 
między U 14 a 18S rRNA. W doświadczeniach tych 
wprowadzona letalna mutacja punktowa w domenie 
A U 14 snoRNA została „zneutralizowana” przez o d ­
powiednią zmianę zasady w 18S rRNA przywracającą 
komplementarność [12]. Również bezpośrednie paro ­
wanie między U3 a pre-rybosomalnym RNA (w regio­
nie 5’ ETS) wymagane jest do syntezy 18S rRNA [10]. 
Mutacje w pre-rRNA, które znoszą to oddziaływanie 
są letalne i hamują syntezę 18S rRNA. Natomiast bloki

K lasyfikacja  sn o R N A  pod  k ą tem  obecności  k o n se rw a ty w n y c h  s t ru k tu r  i sekwencji nuk leo ty d o w y ch

K lasa sn o R N A F u n k c ja
Białka zasoc jow ane  z tą klasą 

cząsteczek sn o R N A

C / D  s n o R N A  w yznaczające Wiele cząsteczek sn o R N A Długie sekwencje  k o m p le m e n ta r ­ F ib ry la ry n a  N o p l
miejsce metylacji u d rożdży  i k ręgow ców ne d o  r R N A  w yznacza ją  miejsce 

metylacji  rybozy
Inne C / D  sn o R N A U 3, U8. U 14, U 22 W y m a g a n e  do  d o jrzew an ia  

p re - rR N A
F ib ry la ry n a  N o p l

A C A  s n o R N A  w yznaczające Wiele cząsteczek s n o R N A W y znacza ją  miejsca syntezy G a r l
miejsce p seudourydy lac j i u d rożdży  i k ręgow ców p se u d o u ry d y n y

Inne ACA s n o R N A snR 10, snR 30 W y m a g a n e  do  do j rzew an ia  
p re - rR N A  i b iogenezy 

ry b o so m ó w

G a r l

E n d o n u k le a z y R N a z a  M R P D ojrzew an ie  p re - rR N A  
w miejscu A ,

P o p i .  Pop3 ,  Pop4
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C, C \  D i D ’ nie wykazują komplementarności w sto­
sunku do rRNA i biorą prawdopodobnie udział w doj­
rzewaniu snoRNA oraz w powstawaniu kompleksów 
snoRNP. U drożdży bloki C i D (oba po 6 nuk- 
leotydów) są wymagane do akumulacji U 14 oraz do 
wiązania się tego RNA z fibrylaryną. W pracowni 
M. P. T e r n s a wykazano, że blok D odgrywa kluczo­
wą rolę w zatrzymywaniu U3 i U 8 snoRNA [X. laeuis) 
w jąderku, hipermetylacji 5’ kapu oraz istotny jest dla 
stabilności tych cząsteczek [13].

Wykazano, że bloki D oraz D ’ w antysensownych 
snoRNA są elementami, które w sekwencji rRNA 
precyzyjnie wyznaczają nukleotyd mający ulec metyla- 
cji [14], natomiast blok H i sekwencja ACA wy­
znaczają urydynę mającą następnie ulec izomeryzacji 
dającej pseudourydynę, o czym napisano szczegółowo 
w rozdziale szóstym [15].

Podobnie jak  w przypadku bloków C i D, blok 
H oraz sekwencja ACA są wymagane do dojrzewania 
i stabilności tej grupy snoRNA [ 8].

Wśród snoRNA istnieje wiele takich cząsteczek, 
które zawierają albo bardzo długie regiony (o długości 
do 21 nukleotydów) komplementarne do rRNA
—  C /D  snoRNA albo krótkie (5-12 nukleotydów)
— ACA snoRNA. Obecność tych regionów daje 
możliwość bezpośredniego oddziaływania cząsteczek 
snoRNA z rRNA na zasadzie komplementarności 
zasad. Elementy te są komplementarne do regionów 
konserwatywnych w 18S i 25/28S rRNA i są istotne dla 
procesu metylacji i pseudourydylacji rRNA.

Informacje odnośnie struktury drugorzędowej m a­
łych jąderkowych snoRNA są dostępne jedynie dla 
kilku snoRNA (U3, U14 i 7-2/MRP) [3, 16-21]. Na 
przykład wszystkie U14 snoRNA charakteryzują się 
obecnością tzw. „5’, 3’ ramienia końcowego”, w skład 
którego wchodzą parujące się ze sobą sekwencje leżące 
po 5’ stronie bloku C oraz po 3’ stronie bloku D wraz 
z tymi blokami (Ryc. 2). Wyniki badań metodą ukie­
runkowanej mutagenezy wykazały, że obecność tego 
ramienia jest podstawowym warunkiem do akum ula­
cji drożdżowego U 14. Bloki C i D oskrzydlają sparo­
wane ramię końcowe tworząc tzw. motyw „Y”. Motyw 
ten występuje na końcach kilku snoRNA, ale nie 
wszystkie snoRNA zawierające bloki C i D charak­
teryzują się jego obecnością. Charakterystyczną cechą 
U14 snoRNA pochodzących z drożdży i roślin jest 
obecność dodatkowej domeny, zwanej domeną Y (Ryc.
2). Domeny tej brak w U14 snoRNA kręgowców [22], 
Nie należy mylić domeny Y („Y” pochodzi od angiels­
kiego słowa „yeast” —  drożdże) z tzw. motywem 
Y złożonym z bloku C, D oraz sparowanego „5\ 3’ 
ramienia końcowego”.

III. Geny małych jąderkowych RNA

Geny snoRNA wykazują niezwykłą dychotomię 
organizacji w genomie jądrowym. Jedna klasa jest 
zorganizowana w sposób „tradycyjny” zawierając sek-

A -  U 
C - G 

1 U - A 
A -  U 

5' 3'

ramię końcowe: m otyw  Y

Ryc. 2. D ru g o rz ę d o w a  s t ru k tu ra  U 14 s n o R N A  p o ch o d ząc eg o  z S. 
cererisiae. W szystk ie  U 14 sn o R N A  p os iada ją  cztery e le m e n ­
ty k o n se rw a ty w n e  o raz  5', 3' ram ię  końcow e. E lem entam i 
k o n se rw a ty w n y m i  są d o m e n y  A i B (13 i 14 n u k le o ty d ó w  
długości) , k tó re  są k o m p le m e n ta rn e  względem k o n se rw a ty ­
w nych  sekwencji w 18S rR N A , o raz  bloki C i D. D o m e n a  
Y (nie mylić z tzw. m o ty w em  „Y” ) jest o b e c n a  jedynie  w U 14 
d rożdży  i roślin.

wencję prom otorow ą z 5' oraz sekwencję term inatoro­
wą z 3’ strony genu. Są to „niezależne” geny snoRNA. 
Geny te u drożdży niemal wszystkie występują jako  
rozproszone, pojedyncze kopie genów. Wyjątek s tano­
wią U3, snR190 i U 14 (U3 kodowane jest przez dwa 
geny, a snR190 i U 14 powstają z jednej jednostki 
kodującej i są transkrybowane wspólnie w postaci 
jednego prekursora). U kręgowców geny U3 są rów­
nież rozproszone w genomie, ale występują w wielu 
kopiach. U kręgowców i u roślin istnieją pseudogeny 
U3. Również u kręgowców istnieją pseudogeny U13 
[3], W przypadku drożdżowych U3 snoRNA charak­
terystyczna jest dodatkowo obecność intronu w ob­
rębie sekwencji kodującej snoRNA [23-26],

Druga klasa genów kodujących snoRNA jest cał­
kowicie nietypowa. Sekwencje kodujące ten rodzaj 
cząsteczek snoRNA zawarte są w intronach genów 
kodujących białka. Obecność jednostek kodujących 
snoRNA w obrębie intronów pre-mRNA była pierw­
szy raz zaobserwowana w przypadku U14 snoRNA. 
W intronach 5, 6 i 8 genu białka szoku termicznego 
żaby szponiastej — hsc70 zidentyfikowano odpowied­
nio trzy geny U 14 [18]. Również introny genów białka 
rybosomalnego LI, czy intron genu nukleoliny (uczest­
niczącej w dojrzewaniu pre-rRNA), kodują cząsteczki 
snoRNA [3], Interesującym zjawiskiem jest możliwość 
kodowania jednego rodzaju snoRNA (np. U 14) w
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różnych genach tego samego organizmu [27] jak 
i występowanie jednego rodzaju snoRNA (np. U21) 
w intronach różnych genów, ale pochodzących z róż­
nych organizmów [28]. Zadziwiający jest fakt, że co 
najmniej jeden snoRNA jest kodowany i jako in- 
tronowy, i jako  nie-intronowy gen. U 14 jest kodowany 
przez gen wbudowany w intron u ssaków, gadów i ryb, 
natomiast u S. cerevisiae jest kodowany przez gen 
„niezależny”. U kukurydzy geny U14 są zorganizowa­
ne tandemowo. Ta mieszanka różnych sposobów 
kodowania może mieć ciekawe znaczenie dla ewolucji 
genów snoRN A [3].

Wiele białek zawierających w intronach swoich 
genów sekwencje kodujące snoRNA jest związanych 
z syntezą lub funkcją rybosomów (np. w intronach 
genów białek rybosomalnych S3, LI i L5 kodowane są 
U 15, U 16, U 18, U20 i U21) lub z regulacją podziału 
komórkowego (np. intron genu białka R C C 1 kodujący 
U 17) [3], Ten układ organizacyjny sugeruje potencjal­
ne powiązanie regulacji metabolizmu jądrowego RNA 
i koordynacji produkcji rybosomów z innymi procesa­
mi komórkowymi, takimi jak np. cykl komórkowy. 
Wydaje się to potwierdzać usytuowanie U l 7 w in- 
tronie ludzkiego genu RCC1, istotnego dla konden­
sacji chromatyny i replikacji DNA. Taka lokalizacja 
snoRNA zapewnia koordynację biogenezy ryboso­
mów z cyklem komórkowym (ang. feedback scheme). 
Występowanie jednostek kodujących snoRNA w kilku 
intronach wymienionych genów jest również logiczne 
jeżeli wziąć pod uwagę wysoki poziom ekspresji tych 
genów. Umiejscowienie snoRNA, uczestniczących 
w procesie dojrzewania rRNA, w obrębie intronów 
pre-mRNA może łączyć i koordynować ekspresję 
transkryptów polimerazy RNA I i II, synchronizując 
dojrzewanie mRNA z syntezą rRNA i ostatecznie 
z biogenezą rybosomów.

IV. Transkrypcja i dojrzewanie snoRNA

Cząsteczki snoRNA są syntetyzowane głównie przez 
polimerazę RNA II (np. U3, U 8 i U l 3 RNA kręgow­
ców i drożdży). N atom iast 7-2/MPR RNA z kręgow­
ców i roślin, oraz roślinne geny U3 (z pomidora, 
tytoniu, pszenicy, kukurydzy i rzodkiewnika) są trans- 
krybowane przez polimerazę RNA III [3, 23-25]. 
Wśród wszystkich poznanych dotąd cząsteczek snoR­
NA zaobserwowano trzy różne typy końcow 57 Duża 
część snoRNA kręgowców oraz większość snoRNA 
drożdżowych posiada w tym miejscu 2,2,7-trójmetylo- 
guanozynę (TMG), co świadczy, że są one produktami 
polimerazy RNA II. Drugi rodzaj modyfikacji końca 
5’-fosforan y-monometylowy występuje w U3 snoRNA 
u roślin. Ten snoRNA transkrybowany jest, jak już 
wspomniano, przez polimerazę RNA III. Natomiast 
u ssaków ponad połowa snoRNA charakteryzuje się 
obecnością niemodyfikowanego fosforanu na 5’ końcu 
cząsteczki. Tego typu koniec 5’ swoisty jest dla cząs­
teczek RNA wycinanych z intronów pre-mRNA. N a ­

tomiast na 3’ końcach wszystkich snoRNA występuje 
grupa hydroksylowa (3’-OH).

Intronowe snoRNA są transkrybowane razem z k o ­
dującym je pre-mRNA i uwalniane z intronów w pro ­
cesie dojrzewania. Jak już wspomniano wyżej, te małe 
jąderkowe RNA są kodowane zazwyczaj w intronach 
genów kodujących białka istotne dla prawidłowego 
funkcjonowania komórki. Interesujący jest przypadek 
genów snoRNA U22 i U25 do U31 kodowanych przez 
introny ssaczego genu U H G  (ang. U Host Gene). O tóż 
eksony tego genu nic nie kodują. Ważne są natomiast 
introny kodujące cząsteczki snoRNA, np. U22 snoR ­
NA istotny dla dojrzewania 18S rRNA u kręgowców. 
Istnienie tego typu genu może wyjaśniać funkcję jaką  
mogą pełnić w komórce ogromne ilości zdawałoby się 
„bezużytecznego” DNA [29, 30].

Proces dojrzewania intronowych snoRNA był po 
raz pierwszy zademonstrowany w eksperymencie pole­
gającym na iniekcji do jąder oocytów X. laeuis t rans­
kryptów mysiego białka hsc70 (zawierającego w in- 
tronie gen U 14) [31] i żabiego białka rybosomalnego 
LI (zawierającego w intronie gen U 16) [32], Dojrzałe 
U 14 i U 16 snoRNA były wycinane z intronów i posia­
dały prawidłowe 5’ i 3’ końce. Wykonano także 
eksperyment, w którym zademonstrowano dojrzewa­
nie pochodzących z intronów cząsteczek ludzkich 
U 15, U17 i U20 snoRNA w ekstraktach z komórek 
HeLa oraz komórek mysich [21, 33]. We wszystkich 
systemach pre-mRNA niosący intron kodujący czą­
steczkę snoRNA ulega splicingowi. Jednak system 
używany do dojrzewania snoRNA wydaje się być nie­
zależny od splicingu pre-mRNA. Usunięcie jednego 
lub obu eksonów oskrzydlających intron powodowało 
powstanie dojrzałych snoRNA w trzech zastosowa­
nych systemach: tak w oocytach X. laevis (U 14), jak 
i w ekstraktach komórkowych HeLa i mysich (U 15, 
U 17) [21, 33], Dowodzi to obecności elementów RNA 
istotnych dla dojrzewania w obrębie samej cząsteczki 
snoRNA. W zasadzie uważa się, że z pojedynczego 
transkryptu pre-mRNA powstaje zarówno dojrzały 
mRNA, jak i dojrzały snoRNA. Jeżeli model ten jest 
prawdziwy oznacza to, że do procesu dojrzewania 
intronowych snoRNA niezbędna jest aktywność nuk- 
leazowa „generująca” dojrzałe końce snoRNA. Obec­
nie rozważa się dwa możliwe mechanizmy „cięcia” 
nukleolitycznego. W pierwszym z nich wycięty intron 
ma na początku strukturę lassa (wynikającą z reakcji 
splicingu). Następnie dochodzi do linearyzacji formy 
lassa, a kolejnym etapem jest egzonukleolityczne tra ­
wienie liniowego intronu. Drugi schemat zakłada, że 
najpierw następuje cięcie endonukleolityczne w obrębie 
jednej lub obu sekwencji oskrzydlających intron, a na­
stępnie ma miejsce „dotrawienie” egzonukleolityczne.

Wydaje się, że dojrzewanie U l 7 i U 19 przebiega 
zgodnie z pierwszym opisanym wyżej schematem 
(patrz Ryc. 3) [34, 35]. W intronach genu regulującego 
cykl komórkowy, RCC1, kodowane są dwie izoformy 
ludzkiego U l 7 snoRNA. Eksperymenty dotyczące
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Ryc. 3. M ode l  do j rzew an ia  U 17 i U 19 s n o R N A .
P re -m R N A  niosący in t ro n  ko d u jący  s n o R N A  
pod lega  splicingowi, w rezultacie  czego tw o rz o n y  
jest m R N A  o raz  in tron  w postaci  lassa (a). 
L inearyzac ja  lassa (b) p o w o d u je  pow s ta n ie  cząs­
teczki, k tó r a  s taje  się nas tępn ie  s u b s t ra te m  dla 
5’ -»• 3’ i 3’ -> 5’ eg zo nuk leaz  (c). A k u m u la c ja  in 
vitro p r o d u k tó w  do jrza łych na  5’ k o ń c u  ale 
n iedo jrza łych  na  3’ końcu  lub na  o d w ró t  w skazu je  
na  to. że 5' i 3’ końce  s n o R N A  m o g ą  być 
p rzyc inane  n iezależnie od  siebie. D o jrzew an ie  3’ 
k o ń c ó w  m oże zachodz ić  w dw ó ch  e tap ach .  Po 
pierwsze, tw o rz o n e  są pó łs tab i lne  p r o d u k ty  p o ­
średnie do j rzew an ia  z 5-9 d o d a tk o w y m i  nuk-  
leo tydam i na  k o ń cach  3’ (d). K o n w e rs ja  tak ich  
p r o d u k tó w  d o  cząsteczek s n o R N A  z do jrza łym i 
3’ k o ń c a m i  p rzeb iega  powoli  i jest  n a j p r a w d o p o ­
dobnie j  k a ta l i z o w a n a  przez e g zonuk leazy  (e) [34, 
35]. Nie w ia d o m o  czy w d o j rzew an iu  3’ k o ń c ó w  
udział bierze j e d n a  czy dwie różne egzonukleazy .  
O znaczen ia :  E l  — ekson  pierwszy, E2 —  ekson  
drugi,  linia —  in tron ,  duża  pu s ta  s t rza łka  —  gen 
s n o R N A , B P —  miejsce rozgałęz ienia  (ang. 
branch point), P —  g ru p a  fosforanow a, O H  
-  g ru p a  h y droksy low a.

dojrzewania tych trzech intronowych snoRNA (U17a, 
U17b oraz U 19 kodowanego przez intron nie w pełni 
scharakteryzowanego genu) w ekstrakcie z komórek 
HeLa sugerują, że to raczej egzo- niż endonukleazy 
zaangażowane są w proces dojrzewania U l 7 i U19 
RNA. Wskazują na to następujące fakty: (1) nie 
zidentyfikowano oczekiwanych produktów  trawienia 
endonukleolitycznego; (2) „kapowanie” lub cyrkulary- 
zacja pre-snoRNA hamowała powstawanie snoRNA; 
(3) U17 był wydajnie wycinany z substratu niosącego 
„obce” sekwencje oskrzydlające. Kumulacja, in vitro, 
produktów dojrzałych na 5’ końcu ale niedojrzałych na 
końcu 3’ lub vice versa, wskazuje na niezależne doj­
rzewanie obu końców snoRNA. Wykazano także, że 
dojrzewanie końca 3’ może zachodzić w dwóch eta­
pach. Najpierw powstają niestabilne intermediaty z 5-9 
nukleotydowymi „ogonami” na 3’ końcu, a następnie 
nukleotydy te są wolno usuwane przez egzonukleazę
[34]. W celu przestudiowania dojrzewania in vivo, 
regiony kodujące cząsteczki U 17 i U l 9 snoRNA 
umieszczono sztucznie w intronie 2 ludzkiego genu 
(3-globiny. Ekspresja tych pre-mRNA w małpich ko ­
m órkach COS dała wyniki w postaci prawidłowo 
dojrzałych snoRNA i prawidowo złożonego globino-

wego mRNA. Stanowi to dowód, że snoRNA mogą 
być wycinane z genów „nierodzicielskich” i że ich 
sekwencje zawierają wszystkie sygnały niezbędne do 
zajścia prawidłowego dojrzewania [34],

Wszystkie dostępne dane wskazują na to, że m echa­
nizmy procesu dojrzewania U14, U15 i U20 kręgow­
ców [21, 31, 33] są podobne do tego opisanego dla U 17 
i U19 snoRNA.

Transkrypty pre-mRNA, które zawierają snoRNA, 
często niosą kilka sekwencyjnych odmian tego samego 
snoRNA lub, w pewnych przypadkach, dwa różne 
rodzaje snoRNA są zlokalizowane w różnych intro- 
nach tego samego genu. Nie wiadomo było jednak czy 
pojedynczy intron może zawierać regiony kodujące 
dwie lub więcej cząsteczek snoRNA. W celu wyjaś­
nienia tej kwestii wklonowano do intronu 2 ludzkiego 
genu (3-globiny dwa regiony kodujące różne snoRNA 
(U17a i U17b) rozdzielone fragmentem DNA o długo­
ści 36 nt. Taki pre-transkrypt ulega prawidłowemu 
splicingowi, jednak zamiast dojrzałych U17a i U17b 
RNA otrzymano fragment odpowiadający rozmiaro- 
wo tandemowi U17ab RNA, który jest prawidłowo 
„przycięty” na 5’ końcu sekwencji U17a i na 3’ końcu 
sekwencji U17b. Brak cięć na 3’ końcu U17a lub 5’
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końcu U 17b jest argumentem negującym udział en- 
donukleaz miejscowo-specyficznych w dojrzewaniu 
tych miejsc. Rozdzielenie regionów kodujących dwa 
U l 7 snoRNA funkcjonalnym eksonem zaowocowało 
powstaniem dwóch pojedynczych dokładnie „przycię­
tych” snoRNA U17a i U17b. To potwierdza zasadę 
„jeden intron — jedna cząsteczka snoRN A ” mówiącą, 
że tylko pojedynczy snoRNA może być w pełni 
prawidłowo wycinany z pojedynczego intronu [34],

Według drugiego schematu „cięcia” endonukleolity- 
cznego opisanego wyżej powstaje cząsteczka U 16. U 16 
snoRNA, kodowany przez trzeci intron białka rybo- 
somowego LI z Xenopus laevis, jest uwalniany z pre- 
-mRNA w drodze dojrzewania zarówno w systemie in 
vitro jak i in vivo [36]. Wykazano, że w niedalekiej 
odległości miejsc wycinania U 16 snoRNA w obrębie 
intronu obecne są sekwencje mogące wykazywać ak ­
tywność autokatalityczną [37], Elementy te są konser­
watywne w dwóch kopiach LI z Xenopus laevis oraz 
w pojednyczej kopii LI z X. tropicalis. Aktywność 
katalityczna odpowiada tej opisanej dla rybozomu 
typu szpilki: jest zależna od jonów M n 2 + , produkuje 
2’-3’ cykliczny fosforan, 5’-OH koniec i zawiera zasad­
niczy element GAAA. Do katalizy niezbędna jest 
grupa 2’-OH reszty guanozynowej wchodzącej w skład 
w.w. elementu.

Również nie-intronowy prekursor drożdżowego 
U 14 właściwie ułega procesowi dojrzewania w jądrze 
oocytu Xenopus laevis, co sugeruje, że elementy od­
powiedzialne za prawidłowe dojrzewanie są ewolucyj­
nie konserwatywne w obrębie struktury obu introno- 
wego i nie-intronowego U 14. W przypadku introno- 
wych snoRNA zasocjowanych z fibrylaryną (np. U 14 
i U 16) jest prawdopodobne, że tzw. motyw „Y” działa 
jako  element istotny dla dojrzewania snoRNA [16, 19, 
20, 38]. Wiązanie fibrylaryny i/lub innych białek do 
tych drugorzędowych elementów strukturalnych m o­
głoby chronić końce 5’ i 3’ snoRNA przed degradacją 
egzonukleolityczną dojrzałego snoRNA. Przeciwciała 
antyfibrylarynowe wytrącają zarówno transkrypty 
pre-mRNA Lł zawierające U l 6 jak i samą dojrzałą 
cząsteczkę U 16, co sugeruje, że składanie rybonuk- 
leoproteiny (snoRNP) może rozpoczynać się już w m o­
mencie, gdy snoRNA jest nadal częścią intronu pre- 
-mRNA. Intronowe snoRNA, które nie są zasocjowa- 
ne z fibrylaryną, takie jak  U 17 i U 19, nie posiadają 
motywu „Y” co świadczy o tym, że inne nadal nie 
zidentyfikowane elementy strukturalne muszą być 
odpowiedzialne za oddziaływanie tej klasy snoRNA 
z białkami oraz za ich dojrzewanie [39].

Istnieje możliwość, że rybosomowe i nie-rybosomo- 
we białka mogą wiązać się do intronowych snoRNA na 
poziomie prekursora i decydować czy snoRNA mają 
ulec wycięciu z transkryptu pre-mRNA. B o z z o n i 
i w s p .  wykazali, że fragmenty pre-mRNA kodujące 
intron 3 genu białka LI z X. laevis ulegają albo 
splicingowi, prowadzącemu do powstania dojrzałego 
mRNA, albo są „cięte” endonukleolitycznie w obrębie

intronu. W wyniku tego ostatniego procesu uwalniane 
są prekursory U 16 RNA, których 5’ i 3’ oskrzydlające 
sekwencje końcowe są następnie usuwane. Te wyniki 
sugerują, że całe cząsteczki pre-mRNA, a nie wycięte 
introny jak to jest w przypadku np. U 14, U 17 i U 19, są 
substratami dla dojrzewania U 16 RNA, wskazując na 
to, że splicing pre-mRNA i tworzenie snoRNA są 
reakcjami wykluczającymi się wzajemnie. Podobny 
mechanizm wycinania został zaproponowany dla U 18 
RNA kodowanego przez inne introny genu LI u X.  
laevis [36, 37].

Nieznane jest miejsce dojrzewania intronowych sno­
RNA w obrębie jądra, ale pierwszorzędnym kan­
dydatem jest apara tu ra  spliceosomu. Taka lokalizacja 
mogłaby mieć znaczenie dla koordynacji i regulacji 
składania pre-mRNA (splicingu) i dojrzewania snoR ­
NA. Analizy dojrzewania U l 6 wykazały, że białko 
wiążące się do pre-mRNA (hnR N P białko C) może 
wiązać się do sekwencji oskrzydlających intron i wpły­
wać na wydajność dojrzewania snoRNA z uwzględ­
nieniem splicingu pre-mRNA [40],

V. Białka kompleksujące z snoRNA

SnoRNA występują na terenie jąderka jako kom ­
pleksy rybonukleoproteinowe. Każdy snoR N P jest 
złożony z zestawu białek i metabolicznie stabilnego 
małego jąderkowego RNA. Pierwsze dowody tego 
typu organizacji pochodzą z immunologicznych d a ­
nych otrzymanych przy użyciu przeciwciał od pacjen­
tów z chorobami autoimmunologicznymi. Większość 
jąderkowych przeciwciał jest skierowanach przeciw 
fibrylarynie, ewolucyjnie konserwatywnemu białku 
o masie ok. 34 kDa, zlokalizowanemu w zwartym 
włókienkowym regionie jąderka. Tutaj zachodzą 
wczesne stadia dojrzewania rRNA oraz składania 
rybosomów. Fibrylaryną została scharakteryzowana 
w wielu organizmach eukariotycznych, takich jak: 
człowiek, mysz, żaba szponiasta, śluzowiec i drożdże 
[3]. Fibrylaryną jest obficie występującym jąderko- 
wym białkiem, które odgrywa fundamentalną rolę we 
wszystkich podstawowych potranskrypcyjnych e ta­
pach biosyntezy rybosomów takich jak: dojrzewanie 
pre-rRNA, modyfikacja rRNA i składanie ryboso­
mów. Odkryto, że fibrylaryną jest zasocjowana z więk­
szością snoRNP.

Antyfibrylarynowe przeciwciała wytrącają wiele 
snoRNA pochodzących z kręgowców (chociaż nie 
wszystkie) włączając TM G -kapow ane U3, U 8 i U l 3 
jak  również kodowane przez introny U 14, U 15, U 16, 
U 18, U20, U21, U22 i U24 snoRNA [3], Większość 
drożdżowych snoRNA również wytrąca się po reakcji 
z ludzkimi przeciwciałami antyfibrylarynowymi, co 
wskazuje na ewolucyjnie zachowawczą strukturę tego 
białka i asocjację z snoRNA (odpowiednikiem fib­
rylaryny u drożdży jest białko NOP1).

Analizy biochemiczne wykazały dwie klasy kom ­
pleksów białkowo-rybonukleinoproteinowych (sno-
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-RNP) istniejące zarówno w organizmach jedno- jak 
i wielokomórkowych. Klasa pierwsza (współczynnik 
sedymentacji 10-15S) to monomeryczne snoRN P. Kla­
sa druga (70-90S) to duże kompleksy złożone praw­
dopodobnie z snoR N P zasocjowanych z rRN A  w do ­
mniemanym kompleksie dojrzewania pre-rRNA.

Dotychczas zidentyfikowano niewiele białek zasoc­
jowanych z snoRNA. Immunoprecypitacja licznych 
snoRNA tkankowców oraz niemal wszystkich droż- 
dżowych snoRNA z przeciwciałami antyfibrylaryno- 
wymi sugeruje, że f ib rylaryna/N O Pl jest powszech­
nym składnikiem wielu snoRN P. Fibrylaryna posiada 
dwa motywy: motyw rozpoznający RNA (RRM) oraz 
sekwencję bogatą w glicynę i arigininę (GAR). Asocja­
cje fibrylaryno-snoRNP mogą powstawać zarówno 
w wyniku oddziaływań pośrednich typu białko-białko, 
jak i bezpośredniego wiązania do snoRNA lub rRNA. 
Ponieważ fibrylarynę łatwo usunąć z kompleksu nis­
kim stężeniem soli, uważa się, że nie jest ona umiejs­
cowiona w rdzeniu snoRNA, ale na jego obrzeżu.

Zidentyfikowano białko wiążące się do rdzenia 
cząsteczki ludzkiego U3. M a ono masę około 55 kDA 
[41]. Do centralnego regionu ludzkiego 7-2/M RP 
RNA wiąże się białko Th [42], Dwa białka zasoc- 
jowane z M R P (drożdżowa rybonukleaza niezbędna 
do dojrzewania 5,8S rRNA) oznaczone jako  P O P I 
i SNM1 zidentyfikowano w drożdżach, ale nie udo­
wodniono, że wiążą się one bezpośrednio do snoRNA 
[43, 44],

W drodze badań immunologicznych trzy inne białka 
jąderkowe zostały uznane za wiążące się z drożdżowy- 
mi snoRNA: SOF1 (U3) [45], Garl (snRIO i snR30) 
[46, 47] i SSB1 (snR ll)  [47], przy czym odkryto, że 
białko SOF1 jest zasocjowane z N O P1. Białka te 
posiadają motywy będące potencjalnymi miejscami 
wiązania do RNA. Jednak odkryto, że również inne 
białka jąderkowe (nukleolina, NSR1, N O P 77  i NO P4) 
mające wpływ na dojrzewanie rRNA posiadają te 
motywy, a jednak nie są zasocjowane z snoRNA [3].

Białkami zasocjowanymi z snoRNA i biorącymi 
udział w dojrzewaniu drożdżowego pre-rRNA są: 
NOP1 [49, 50], SOF1 [45], G a r l  [46, 47], P O P I [43] 
i SNM1 [44], NO P1, SOF1 i G a r l  są wymagane do 
tych samych etapów wczesnego dojrzewania 18S 
rRNA co U3, U 14 i snR30. Jednak oprócz tej funkcji 
białko NOP1 wpływa także w jakiś sposób na proces 
metylacji rRNA.

Znane są także białka nie zasocjowane z rybo­
somami i snoRNA, które mają zasadniczy wpływ na 
dojrzewanie rRNA: XNR1, RAT1, NSR1, N OP77, 
SPB4, DRS1, CA9 i RNA1 [3],

VI. Udział snoRNA w dojrzewaniu pre-rRNA

VI-1. Udział snoRNA w reakcjach „rozcinania” 
prekursorowego rRNA

Podobnie do małych jądrowych RNA biorących

udział w dojrzewaniu pre-mRNA, małe jąderkowe 
RNA uczestniczą w dojrzewaniu pre-rRNA. Obecnie 
wiemy, że w procesie „cięcia” pre-rRNA bierze udział 
pięć drożdżowych snoRNA, to jest: U3, U 14, snRIO, 
snR30 i M R P  (przy czym brak snRIO nie powoduje 
zahamowania dojrzewania pre-rRNA) oraz sześć sno­
RNA ukręgowców, to jest: U3, U 8, U14, U17, E3 i U22 
[3], Proces dojrzewania transkryptu pierwotnego 
rRNA u drożdży polegający na hydrolizie wiązań 
fosfodiestrowych w odpowiedniej kolejności i w od­
powiednich miejscach pre-rRNA, zaprezentowany na 
rycinie czwartej, można podzielić na tzw. „cięcia” 
wczesne (związane z powstawaniem 18S rRNA) oraz 
późne (dotyczące dojrzewania 5, 8 S i 25/28S rRNA).

SnoRNA związane z wczesnymi etapami dojrzewa­
nia u drożdży („cięcia” wczesne) to: U3, U 14, snRIO 
i snR30 (patrz Ryc. 4), a u kręgowców to: U3, U14 
i U22. Etapy te dotyczą dojrzewania 5’ ETS prekursora 
35S rRNA i prekursora 20S do 18S RNA. U14 bierze 
udział w tej samej reakcji „cięcia” (5’ ETS) co U3. Fakt, 
że do pewnych „cięć” potrzebnych jest więcej niż jeden 
rodzaj snoRNA sugeruje, że te RNA mogą funkc­
jonować razem jako  część dużego kompleksu złożone­
go z wielu cząstek snoR N P analogicznego do tego, 
w skład którego wchodzą cząstki snR N P  (spliceosom). 
W procesie wczesnego „cięcia” u drożdży oprócz 
cząsteczek U3, U 14 i snR30 RNA bezpośrednio wiążą­
cych się do rRNA, udział biorą również dwa mniej 
znaczące snoRNA (snRIO i snR31). Brak w układzie 
tych dwóch ostatnich obniża jedynie wydajność rea­
kcji [3],

Wczesne „cięcie” w miejscu Al powoduje powstanie 
dojrzałego 5’ końca 18S rRNA. Analizy mutacyjne 
pozwoliły zidentyfikować pewną ilość regionów leżą­
cych w „górnej części” 5’-ETS-u, włącznie z miejscem 
wiążącym U3, które wymagane są w układzie cis dla 
dojrzewania transkryptu w miejscu Al. Rezultaty 
badań wskazują, że dojrzały 5’ koniec drożdżowego 
18S rRNA jest rozpoznawany przez dwa częściowo 
niezależne systemy, oba definiujące to samo miejsce 
„cięcia”. Jeden mechanizm identyfikuje miejsce cięcia 
Al w sposób zależny od sekwencji (ang -seąuence- 
-specific manner) włącznie z rozpoznawaniem filogene­
tycznie konserwatywnych nukleotydów bezpośrednio 
przed miejscem Al w 5’ ETS. Drugi mechanizm 
wyznacza 5’ koniec 18S rRNA przez odległość miejsca 
„cięcia” Al w określonym dystansie trzech nukleoty­
dów od struktury ramię —  pętla /  węzeł zlokalizowanej 
w obrębie dojrzałej sekwencji 18S rRNA. Produkty 
reakcji dojrzewania transkryptu w miejscu Al widocz­
ne po elektroforezie na żelu poliakryloamidowym 
wskazują na to, że w przeciwieństwie do drożdżowego
5.8S rRNA, 5’ koniec 18S rRNA powstaje wskutek 
„cięć” endonukleolitycznych [ 11].

Z etapami dojrzewania należącymi do późnych 
„cięć” związane są: U3 i U 8 (u kręgowców) oraz 
7-2/M RP RNA (u drożdży) [3]. U3 i U 8 są od ­
powiedzialne za hydrolizę wiązania fosfodiestrowego
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między ITS1 a 5.8S rRNA: U 8 odpowiada za „cięcie” 
po 3’ stronie 5.8S rRN A  i obu końców 28S rRNA. 
N atom iast  u drożdży do „cięcia” TTS1 wymagany jest 
M R P  RNA. Powstały produkt 5.8S-25S rRNA jest 
trawiony dalej przez egzonukleazę [ 10- 12],

W ykazano, że tylko 4 z 21 cząsteczek snoRNA 
analizowanych w S. cerevisiae jest niezbędnych dla 
wzrostu, co wskazuje na to, że synteza rybosomów nie 
wymaga pełnego kompletu snoRNA. W dojrzewaniu 
rR N A  u eukariontów z cząsteczkami snoRNA współ­
pracuje białkowa endonukleza. Wyklucza to raczej 
katalityczną rolę cząsteczek snoRNA w miejscach 
„cięcia” pre-rRNA [51],

Istnieje duża liczba podobieństw między dojrzewa­
niem pre-rRNA u eukariontów i bakterii. W obu 
przypadkach dojrzewanie 5’ i 3’ końców rRNA wcho­
dzącego w skład małej podjednostki rybosomowej jest 
ze sobą powiązane. W bakteriach osiągnięte to jest na 
drodze bezpośredniego parowania między 5’ i 3' sek­
wencjami oskrzydlającymi prekursorowy rRNA (ang. 
flanking spacer sequences). Natom iast u eukariontów 
w procesie dojrzewania 18S rRNA pośredniczą cząste­

czki snoRNA oddziałujące w układzie trans z prekur- 
sorowym rRNA [52]. Możliwe, że ten bardziej złożony 
system dojrzewania u eukariontów został wybrany 
w toku ewolucji dlatego, gdyż oferuje większe moż­
liwości regulacji dojrzewania pre-rRNA.

VI-2. Udział snoRNA w metylacji rRNA

Najczęściej występujące modyfikacje rRNA, 2’-0 -  
-metylacja reszt rybozowych oraz pseudourydylacja, 
powstają w rRNA na terenie jąderka podczas doj­
rzewania prekursorowego rRNA [14, 53, 54],

Jak już w tym artykule wspomniano wiele cząs­
teczek snoRNA charakteryzuje się obecnością sekwen­
cji komplementarnych do fragmentów pre-rRNA. 
Cząsteczki zawierające takie sekwencje nazwano an- 
tysensownymi snoRNA. Sekwencje te niezbędne są dla 
pełnionej przez te snoRNA funkcji, a mianowicie 
wyznaczania miejsca 2’-0-metylacji. Wszystkie dotąd 
zidentyfikowane antysensowne snoRNA są wytrącane 
z ekstraktów przeciwciałami antyfibrylarynowymi 
i wszystkie zawierają blok C (5’-U G A U G A -3’) oraz
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blok D (5’-CUGA-3’), charakterystyczne dla większo­
ści snoRNA (patrz Ryc. 5a) [14, 53, 54],

Cząsteczki snoRNA zawierające długie sekwencje 
komplementarne do rRNA mogą być podzielone na 
dwie podgrupy w zależności od umiejscowienia blo­
ków C i D oraz sekwencji antysensownych. Jednak 
podgrupa cząsteczek RNA charakteryzuje się obec­
nością motywu „Y” i obecnością długiego elementu 
antysensownego bezpośrednio przed blokiem D. N a­
tomiast cząsteczki RNA należące do podgrupy drugiej 
nie mają motywu „Y” i zawierają tylko dwa nuk- 
leotydy po 3’ stronie bloku D, a elementy antysensow- 
ne leżą w różnych miejscach cząsteczki [55],

Cechy konserwatywne w pierwszej podgrupie mogą 
odzwierciedlać wspólne schematy dojrzewania: np., 
motyw „Y” może kodować sygnały dla wycinania tych 
snoRNA z intronowego RNA. Jednak mogą być one 
również ważne dla funkcji snoRNA.

Sekwencje komplementarne do snoRNA znajdują 
się w rRNA w regionach jednoniciowych (odcinki 
komplementarne do U 14, U 18, U21 i U24 i dwu- 
niciowych (odcinki komplementarne do U20 i snR40). 
Kilka miejsc komplementarnych do snoRNA jest 
skupionych w obrębie rRNA blisko siebie (np. kom ­
plementarnych do U20 i U l 3). Skupienie takie sugeru­
je, że mogą istnieć tzw. „gorące miejsca” aktywności 
snoRNA. Ułożenie w rRNA sekwencji kom plem entar­
nych w grupach wydaje się być związane z wpływem 
snoRNA na fałdowanie pre-rRNA. Pracując kolejno 
lub wspólnie snoRNA mogą katalizować główne rea- 
ranżacje rRNA na różnych etapach syntezy rybo­
somów działając jako lRNA chaperony’.

istnieją dowody, że antysensowne snoRNA zasoc- 
jowane z fibrylaryną funkcjonują jako przewodniki 
(ang. „guide R N  As”) w miejscowo specyficznej metyla- 
cji pre-rRNA [56]. Interesujące jest, że pewne mutacje 
w fibrylarynie, która oddziałuje ze wszystkimi tymi 
snoRNA, silnie inhibują jąderkową metylację droż- 
dżowego pre-rRNA. Sekwencje snoRNA kom plem en­
tarne do rRNA, razem z blokami D i D \  dostarczają 
wystarczającej informacji niezbędnej do wyboru doce­
lowego nukleotydu mającego ulec metylacji [56], 

Analizy porównawcze antysensownych snoRNA 
potwierdziły kilka wcześniej zauważonych już cech tej 
klasy snoRNA. Cząsteczki te zawierają jedną a rzadziej 
dwie (U14, U24, U45 i U50) 10-21 nt sekwencje 
komplementarne do konserwatywnych regionów rdze­
nia dojrzałych rRNA. Te antysensowne elementy usy­
tuowane są w sąsiedztwie 3’ końca lub w 5’ połówce 
snoRNA. Za sekwencjami komplementarnymi znale­
zionymi w 3’ końcowym regionie znajduje się sekwen­
cja bloku D, podczas gdy za sekwencją antysensowną 
w 5’ połówce snoRNA występuje zawsze motyw 
D-podobny, zwany blokiem D", który często zawiera 
zmienione nukleotydy w porównaniu z autentyczną 
sekwencją bloku D (patrz Ryc. 5a) [55],

Każdy nowo odkryty snoRNA, z nielicznymi wyjąt­
kami (np. U50), „wybiera” na zasadzie komplementar-

ności region rRNA, który zawiera co najmniej jeden 
nukleotyd mający ulec 2’-0-metylacji [14]. Istnieją 
takie cząsteczki snoRNA, które zawierają w swej 
strukturze dwie sekwencje wyznaczające miejsca mety­
lacji dwóch nukleotydów w rRNA (np. U24) [57], 
Odległość między blokiem D lub D 1 snoRNA a metylo- 
wanym na rybozie nukleotydem w rRNA jest nie­
zmienna. W snoRNA, piąty nukleotyd „w górę” od 
bloku D lub D ’jest zawsze na przeciwko 2’-0-metylo- 
wanego nukleotydu w sekwencji rRNA:

5’—N  [N ] 3 N met [ N ] 6_17—3’ rRNA

3’--A G U C  N [N ] 3 [ N ] 6_17—5’ snoRNA

blok D lub D ’

Odkryto 35 ssaczych i 8 drożdżowych antysensow­
nych snoRNA odpowiedzialnych za metylację 47 reszt 
rybozowych w 18S i 25/28S rRNA. Wydaje się więc 
prawidłowe stwierdzenie, że antysensowne snoRNA 
zawierające bloki C i D (poza U3 i U14 biorącymi 
udział w hydrolizie wiązań fosfodiestrowych pre- 
-rRNA) są odpowiedzialne za molekularne rozpoz­
nanie miejsc 2’-0 -metylacji, które występują w obrębie 
pre-rRNA.

Metylacja rRNA (zasady lub rybozy)jest ograniczo­
na do uniwersalnych, konserwatywnych regionów 
rdzeniowych i występuje na poziomie transkryptu 
pierwotnego. Chociaż dokładna funkcja grup metylo­
wych jest nieznana, to pewne typy metylacji p raw ­
dopodobnie wpływają na konformację transkryptu. 
Ponieważ 2’-0-metylowane nukleozydy są zlokalizo­
wane w ewolucyjnie konserwatywnej strukturze rdze­
niowej rRNA, jest możliwe, że hydrofobowe właściwo­
ści grup metylowych mogą brać udział w etapach 
rozpoznawania lub fałdowania cząsteczki — proce­
sach podstawowych dla prawidłowego funkcjonowa­
nia rRNA. W kom órkach ssaczych, zahamowanie 
metylacji pre-rRNA znacząco zmniejsza lub znosi 
całkowicie wydajność dojrzewania pre-rRNA.

VI-3. Udział snoRNA w pseudourydylacji rRNA

Drugim, pod względem częstości występowania, 
rodzajem modyfikacji rRNA jest pseudourydylacja. 
W pełni zmodyfikowane drożdżowe rRNA zawierają 
43 reszty pseudourydynowe, 13 w rRNA wchodzącym 
w skład małej podjednostki rybosomowej i 30 w rRNA 
wchodzących w skład dużej podjednostki rybosomo­
wej [15]. Interesujące jest, że również same snoRNA 
zawierają modyfikacje w postaci pseudourydyny. Nie­
znany był dotąd mechanizm wyznaczania w sekwencji 
rRNA miejsca mającego ulec pseudourydylacji. N aj­
nowsze badania wykazały, że w reakcji pseudourydyla­
cji udział biorą małe jąderkowe RNA charakteryzujące 
się obecnością sekwencji ACA oraz bloku H [15, 
58-60], Dla rozpoznania miejsca pseudourydylacji 
istotne są następujące procesy:

1 — hybrydyzacja cząsteczki snoRNA z kom ple­
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mentarnymi do niej elementami rRNA oskrzydlający­
mi miejsce modyfikacji:

2 —  identyfikacja urydyny w pre-rRNA zlokalizo­
wanej w bliskiej i stałej odległości od sekwencji AC A 
w snoRNA (w większości snoRNA odległość ta wynosi 
15 nukleotydów, jedynie w przypadku ludzkiego U 68 
snoRNA wynosi ona 16 nukleotydów).

Wydaje się, że opisany tu model mechanizmu wy­
znaczania urydyny mającej ulec modyfikacji jest p ra­
widłowy, gdyż wykazano doświadczalnie, że brak 
pełnej hybrydyzacji między snoRNA i rRNA hamuje 
reakcję pseudourydylacji, a zmiana odległości o jeden 
nukleotyd między sekwencją ACA snoRNA a mającą 
ulec modyfikacji urydyną w rRNA  powoduje prze­
sunięcie miejsca pseudourydylacji na sąsiednią urydy- 
nę [15].

U drożdży wszystkie ACA snoRNA zasocjowane są 
z istotnym białkiem jąderkowym — G a rl  bogatym 
w reszty glicynowe i arigininowe [46, 8, 9], Ostatnie 
eksperymenty udowodniły, że brak drożdżowego biał­
ka G a r l ,  stanowiącego normalnie składnik kompleksu 
rybonukleoproteinowego snoRNP, całkowicie hamuje 
pseudourydylację rRNA [61, 50]. Testując szczepy 
drożdżowe defektywne pod kątem poszczególnych 
snoRNA potwierdzono również udział snoRNA 
w pseudourydylacji [15, 52], Wyniki badań wykazały, 
że cząsteczki zawierające blok ACA lub co najmniej 
pewna ich część funkcjonują jako  cząsteczki kierujące 
pseudourydylacją rRNA.

ACA snoRNA zawierają, podobnie jak C /D  snoR­
NA, sekwencje komplementarne do rRNA. Jednak 
w ich przypadku fragmenty te są dużo krótsze (5-12nt) 
niż u C /D  snoRNA (do 21 nt) oraz występują parami. 
Tak jak  w przypadku niektórych C /D  snoRNA wy­
znaczających dwa miejsca 2’-0 -metylacji reszty rybo-

zowej w rRNA (np. U24), tak i w przypadku ACA 
snoRNA jedna cząsteczka snoRNA może uczestniczyć 
w izomeryzacji dwóch urydyn (np. obecność droż­
dżowego snR8 jest wymagana do syntezy dwóch 
pseudourydyn oddalonych od siebie o 25 nukleoty­
dów). Najczęściej jednak tylko jedna sekwencja w ACA 
snoRNA komplementarna do rRNA jest wykorzy­
stywana do wyznaczenia miejsca modyfikacji (patrz 
Ryc. 5) [58],

Urydyna mająca ulec pseudourydylacji w rRNA 
leży w obrębie sekwencji komplementarnej do ACA 
snoRNA sama jednak nie paruje się z żadnym nuk- 
leozydem z antysensownej sekwencji snoRNA. Dla 
przypomnienia, miejscu 2’-0-metylacji w rRNA od­
powiada komplementarny nukleotyd w antysensownej 
sekwencji C /D  snoRNA. Sposób hybrydyzacji odcin­
ków komplementarnych ACA snoRNA i rRNA wyda­
je się być najbardziej odpowiedni ze względu na reakcję 
pseudourydylacji. Reakcja izomeryzacji urydyny wy­
maga uwolnienia zasady z łańcucha polinukleotydo- 
wego, następnie dochodzi do obrotu uracylu wzdłuż 
osi N3-C6 o 180° i ponowne przyłączenie uracylu do 
rybozy tym razem jednak nie przez NI lecz przez C5 
czemu towarzyszy uwolnienie jednego atomu wodoru. 
Wydaje się więc logiczne, że urydyna mająca ulec 
pseudourydylacji nie tworzy hybrydu. Elementy 
oskrzydlające miejsce modyfikacji, komplementarne 
do sekwencji zawartych w snoRNA, są ewolucyjnie 
konserwatywne. Podczas hybrydyzacji z ACA snoR­
NA sekwencje te sparowane są z nićmi usytuowanymi 
antyrównolegle w strukturze tzw. „pętli wewnętrznej” 
snoRNA (patrz rysunek 5) zarówno w jednej (blisko 
końca 5’) jak i w drugiej (blisko końca 3’) strukturze 
typu spinki w tej samej cząsteczce ACA snoRNA [53],

Wydaje się, że ACA snoRNA mogą wpływać na

ACA

Ryc. 5. C ząsteczk i  s n o R N A  w yznacza jące  n u k le o ty d y  m ające  ulec odpow iedn ie j  modyfikacji:  A —  u dzia ł  C / D s n o R N A  w 2 ' -0 -m e ty lac j i  r R N A  
i B —  udzia ł  A C A  s n o R N A  w pse u d o u ry d y lac j i  rR N A . Bloki C ( A U G A U G A ) ,  D ’ („w ew nętrzna"  sekwencja  C U G A ),  D  (sekwencja 
C U G A  z n a jd u ją c a  się n a  3’ k o ń c u  cząsteczki), H (A N A N N A )  o raz  sekwencja A C A  są zazna czone  r a m k a m i  „ N ” o znacz a  każdy  
z m ożl iw ych  nuk leo ty d ó w :  A, C, G  lub  U.
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wybór miejsca modyfikacji poprzez zakotwiczanie 
jakiejś nazwijmy to „uniwersalnej” syntazy pseudo- 
urydynowej lub przez indukowanie zmian konfor- 
macyjnych rRNA wymaganych do zajścia reakcji.

W świetle poczynionych badań wydaje się, że udział 
snoRNA w modyfikowaniu nukleozydów rRNA jest 
jedną z głównych funkcji cząsteczek małych jąder- 
kowych RNA.

VII. Podsumowanie

Przedstawione w tym artykule dane eksperymental­
ne wskazują na niewątpliwie znaczącą rolę małych 
jąderkowych RNA w wielu istotnych procesach za­
chodzących na terenie jąderka i dotyczących syntezy 
rybosomów. Procesy te obejmują: dojrzewanie pre- 
-rRNA i modyfikację nukleozydów oraz składanie 
podjednostek rybosomowych.

Ostatnie lata badań przyniosły odkrycie wielkiej 
ilości małych cząsteczek RNA pełniących różnorakie 
funkcje dotyczące dojrzewania cząsteczek pre-RNA. 
Wydaje się, że organizmy eukariotyczne wykształciły 
sobie raczej rozległe spektrum cząsteczek RNA kieru­
jących mechanizmem modyfikacji aniżeli specyficzne 
dla każdego poszczególnego miejsca enzymy metylują- 
ce i pseudourydylujące.

Najnowsze dane eksperymentalne odkrywają cale 
spektrum cząsteczek snoRNA biorących udział w miej­
scowo specyficznej metylacji i pseudourydylacji rRNA. 
Stąd wydaje się słuszne stwierdzenie, że jedną z głów­
nych funkcji snoRNA, obok udziału w „cięciu” pre- 
-rRNA, jest udział w modyfikacji specyficznych nuk­
leozydów rRNA.

Większość poznanych małych jąderkowych RNA to 
cząsteczki, których brak nie wywołuje śmierci danego 
organizmu. Brak takich snoRNA,jak: U3, U14, M R P 
czy snR3() jest letalny dla komórek drożdżowych. 
W arto  zauważyć, że są to cząsteczki biorące udział 
w hydrolizie wiązań fosfodiestrowych w obrębie cząs­
teczki pre-rRNA.

Artykuł otrzymano 21 lipca 1997 r. 
Zaakceptowano do druku 15 stycznia 1998 r.
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Fitochromopodobne systemy fotorecepcji u sinic1 

Phytochrome-Iike photoreceptory systems in cyanobacteria

ANDRZEJ TRETYN*
Spis treści:

I. Wstęp
II. Komplementarna adaptacja chromatyczna Fryemyella
III. Białko o właściwościach fitochromopodobnych Synecho- 

cystis
IV. Podsumowanie

Wykaz stosowanych skrótów: AP — allofikocyjanina; CCA 
kom plementarna adaptacja chromatyczna; FR światło

dalekiej czerwieni; O R F  — otwarta ramka odczytu; P r 
forma fitochromu absorbująca światło czerwone; Pfr 
forma fitochromu absorbująca daleka czerwień; PBS 

fikobilisomy; PC fikocyjanina; PE — fikoerytryna; Phy 
fitochrom; R światło czerwone.

I. Wstęp

Fitochrom, fotoreceptor kontrolujący większość in­
dukowanych przez światło procesów u roślin, zbudo­
wany jest z części białkowej (o masie ok. 120-124 kDa, 
w zależności od gatunku rośliny) oraz grupy chromo- 
forowej posiadającej budowę podobną do fikobilin, 
barwników występujących u niektórych glonów [ 1], 
Fitochrom występuje w dwóch spektralnie różnych, 
fotoodwracalnych formach. Pierwsza z nich, oznacza­
na jako  P r, pochłania światło czerwone (R); natomiast 
druga, Pfr, absorbuje daleką czerwień (FR). Naświet­
lanie roślin światłem R prowadzi do przekształcenia P r 
w Pfr i odwrotnie — FR indukuje fotokonwersję Pfr do 
P r. Form ę P fr uważa się za fizjologicznie aktywną, a jej 
powstaniu towarzyszy uruchomienie jednego z kilku
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możliwych łańcuchów transdukcji sygnału, indukują­
cych powstawanie określonych odpowiedzi kom ór­
kowych [2-4], W ostatnim czasie nastąpił znaczny 
postęp w badaniach nad molekularną budową fito­
chromu, natomiast ciągle nieznane pozostają docelo­
we polipeptydy o charakterze regulatorowym, na które 
może oddziaływać aktywna forma tego barwnika. 
Rzeczą wartą odnotowania jest fakt, że w ciągu 
ostatnich miesięcy ukazało się kilka prac dotyczących 
mechanizmów fotorecepcji, które opublikowane zo­
stały w Naturę , Science i innych renomowanych czaso­
pismach naukowych. Przedstawione w nich dane rzu­
cają nowe światło na problem ewolucji tego fotorecep- 
tora oraz molekularny mechanizm jego działania.

Jedna ze starszych hipotez wyjaśniających mecha­
nizm działania fitochromu zakładała, że barwnik ten 
może być regulowanym przez światło enzymem [2, 5], 
Pod koniec lat osiemdziesiątych pojawiły się pierwsze 
dowody, które zdawały się potwierdzać tę hipotezę, 
gdyż stwierdzono, że cząsteczki izolowanego i oczysz­
czonego fitochromu wykazują aktywność kinaz biał­
kowych. Wkrótce okazało się jednak, że analizowane 
preparaty fitochromowe były zanieczyszczone biał­

* Prof. dr hab.. Uniwersytet M. Kopernika, Instytut Biologii 
Ogólnej i Molekularnej, Zakład Fizjologii i Morfogenezy 
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Europejska (INCO-Copernicus Programme, G rant IC 15- 
-CT96-0920).
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kiem o wspomnianej aktywności [5], Jednakże w osta­
tnim czasie opublikowano szereg prac jednoznacznie 
wskazujących na możliwość funkcjonowania fitoch- 
romu jako  kontrolowanej przez światło kinazy biał­
kowej [5]. Jednocześnie wykazano, że fitochrom nie 
jest jedynie barwnikiem charakterystycznym dla o r­
ganizmów eukariotycznych. Obecność genów kodują­
cych polipeptydy o strukturze podobnej do fitochromu 
wykryto u dwóch gatunków  sinic: Fryemyella diplosip- 
hon [6-7] i Synechocystis sp. cv PCC6803 [9],

II. Komplementarna adaptacja chromatyczna 
Fryemyella

W błonach tylakoidów wielu sinic stwierdzono 
występowanie tzw. fikobilisonów (PBS, od ang. phyco- 
bilisomes), wielkocząsteczkowych kompleksów, które 
absorbują energię świetlną w widzialnym zakresie 
widma pomiędzy 540 a 660 nm [6], Energia ta 
przekazywana jest do centrów reakcji fotosyntetycz- 
nych rozmieszczonych również w błonie tylakoidów. 
W skład PBS wchodzą dwa rodzaje białek: fikobili- 
proteiny i białka zespalające (ang. linker protein). 
U nitkowatej sinicy Fryemyella diplosiphon pierwszy 
typ białek może wiązać trzy różne rodzaje grup 
chromoforowych: fikocyjaninę (PC), allofikocyjaninę 
(AP) i fikoerytrynę (PE), które nadają im różną barwę, 
zmieniającą się w zależności od warunków świetlnych 
otoczenia. Pozwala to wspomnianej sinicy na optym al­
ne wykorzystanie światła fotosyntetycznie aktywnego. 
Opisane zjawisko nazywa się komplem entarną adap­
tacją chromatyczną (CCA, ang. complementary chro- 
matic adaptation). W przypadku naświetlania kolonii 
F. diplosiphon światłem czerwonym dochodzi do gro­
madzenia w jej kom órkach  głównie błękitnych PC. 
Z drugiej strony, światło zielone stymuluje grom adze­
nie w PBS czerwonej PE [6]. Analiza szeregu m u tan ­
tów omawianej sinicy, charakteryzujących się zaburze­
niami w CCA pozwoliła scharakteryzować dwa geny, 
które odpowiadają za regulację tego procesu (Ryc. 1). 
Pierwszy z nich nazwano rcaF , a drugi rcaC (od ang. 
tygulator o f  chromatic adaptation). K odowane przez te 
geny białka mają podobny ciężar cząsteczkowy (od­
powiednio 74 i 73 kD), ale odmienną budowę. Na 
podstawie przeprowadzonej analizy komputerowej 
stwierdzono, że N -końcowa domena białka RcaE 
zawiera ok. 140-aminokwasowy odcinek podobny do 
homologicznej domeny fitochromowej (wiążącej grupę 
chromoforową) [ 6]. Z drugiej strony, C-końcowy 
fragment RcaE wykazuje uderzające podobieństwo do 
bakteryjnych kinaz histydynowych [ 8] oraz ostatnio 
opisanego receptora etylenu [9], jednego z roślinnych 
fitohormonów. Drugie z wyżej wspomnianych białek 
(RcaC) wykazuje duży stopień homologii do innych 
bakteryjnych białek biorących udział w odbiorze 
i transdukcji sygnału —  do tzw. regulatorów od­
powiedzi (ang. response regulators), które mają 
w N-końcowej domenie podlegającą fosforylacji resztę

Długość fałi (nm)
Ryc. i. W id m o  różn icow e b a rw n ik ó w  uzyskanych  w w yniku  p rzy łą ­

czenia d o  b ia łka  C p h l  różnych  g rup  c h rom ofo row ych :  PEB 
(linia przeryw ana) ,  P C B  (linia ciągła)  i P<t>B (linia k r o p ­
kowana) .  N a  pod s ta w ie  [10],  zm odyfikow ane.  S k ró ty  nazw 
tak jak w tekście.

asparaginową. Biorąc pod uwagę budowę obydwu 
tych typów białek wysunięto wniosek, że w komórkach 
F. diplosiphon, podobnie jak u wielu bakterii (np. 
Bacillus subtilis, Escherichia coli), funkcjonuje charak­
terystyczny dla nich dwuskładnikowy system sensory­
czny (ang. twocomponent sensory system). System ten 
składa się z dwóch białek sprzężonych ze sobą w proce­
sie odbioru i transdukcji sygnałów środowiskowych. 
Każdy z obu polipeptydów zbudowany jest z dwóch 
domen pełniących odmienne funkcje. N-końcowa d o ­
mena pierwszego białka (tzw. imput domain) uczest­
niczy w percepcji sygnału, a jej aktywacja prowadzi do 
autofosforylacji zlokalizowanej w domenie C-końco- 
wej reszty histydynowej [8]. W drugim etapie trans­
dukcji grupa fosforanowa przenoszona jest z reszty 
histydynowej pierwszego białka na N-końcowy frag­
ment drugiego polipeptydu, który nazywany jest regu­
latorem odpowiedzi (ang. response regulator). W wyni­
ku ufosforylowania znajdującej się tam reszty aspara­
ginowej następują zmiany konformacyjne w C-koń- 
cowej domenie tego polipeptydu (określanej jako  
output). W ten sposób uaktywniony regulator o d ­
powiedzi może oddziaływać z innymi białkami lub 
bezpośrednio łączyć się z odcinkami promotorowymi 
specyficznych genów [8]. Z przedstawionego opisu 
wynika, że system związany z komplementarną adap­
tacją chromatyczną u sinicy F. diplosiphon spełnia 
kryteria klasycznego, bakteryjnego dwuskładnikowe­
go systemu sensorycznego. Przy czym biorące praw­
dopodobnie udział w absorpcji fal (o określonej długo­
ści) białko RcaE byłoby pierwszym, a regulujące 
odpowiedź kom órkową białko RcaC drugim skład­
nikiem tego systemu. Ostatnie badania prowadzone 
przez tą samą grupę badaczy [7] wskazują, że system 
ten wydaje się być nieco bardziej skomplikowany.
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Wykazano, że u omawianej sinicy funkcjonuje jeszcze 
jedno białko (RcaF), które może pełnić podobne 
funkcje jak RcaC.

III. Białko o właściwościach fitochromopodo- 
bnych Synechocystis

W 1996 r. ukazała się praca japońskich badaczy 
donosząca o zsekwencjonowaniu genomu sinicy Syne­
chocystis sp. cv. PCC6803 [10]. Całkowitą długość 
genomu określono na 3.573.470 par zasad (bp). Na 
podstawie analizy porównawczej dostępnych baz d a ­
nych stwierdzono, że w genomie tym występować 
może 3.168 potencjalnych genów kodujących różne 
białka, z czego 145 (4,6%) posiada kolejność nu k ­
leotydów identyczną z już znanymi sekwencjami [ 10]. 
Wśród nich 128 koduje różne polipeptydy biorące 
udział w procesie fotosyntezy. Kolejnych 1.257(39,6%) 
i 340 (10,8%) sekwencji nukleotydowych wykazuje 
podobieństwo do już znanych bądź hipotetycznych 
genów. Aż 45% (1.426) potencjalnych genów koduje 
polipeptydy nie wykazujące żadnego podobieństwa do 
białek, których sekwencje znajdują się w obecnie 
dostępnych bazach danych [9]. Jedną z największych 
niespodzianek było stwierdzenie, że jedna z otwartych 
ramek odczytu (ORF, od ang. Open Reading Franie), 
oznaczona jako  slr0473, koduje białko zbudowane 
z 748 reszt aminokwasowych. Polipeptyd ten wykazuje 
duże podobieństwo do N-końcowej (zawierającej g ru­
pę chromoforową) domeny fitochromu roślin wyż­
szych. W związku z tym białko powstające na przypu­
szczalnym genie nazwano Cphl (od ang. cyanobac- 
terial phytochrome) [11]. Dokładna analiza DNA 
zawierającego locus slr0473 (cphl) wykazała, że tuż za 
nim znajduje się następny, potencjalny gen (O RF 
slr0474), który oznaczono rcpl, a powstające na jego 
bazie białko Rcpl (od ang. Response regulator for  
cphl). Nazwa ta wzięła się stąd, iż slr0474 koduje 
polipeptyd posiadający sekwencje aminokwasowe 
charakterystyczne dla bakteryjnych kinaz histydyno- 
wych dwuskładnikowych systemów transdukcji syg­
nału, a zwłaszcza białko CheY, które uczestniczy 
w procesach chemorecepcji u bakterii Escherichia coli 
[ 8]. Rycina 1 przedstawia budowę operonu kodujące­
go Cphl i Rcpl.

Białko C phl ma wiele właściwości charakterystycz­
nych dla fitochromu. Między innymi jest zdolne do 
autokatalitycznego przyłączania różnych grup chro- 
moforowych. Jednakże, tylko wbudowanie fitochro- 
mobiliny (P<t>B) lub fikocjanobiliny (PCB), prowadziło 
do powstania barwnika o właściwościach spektralnych 
charakterystycznych dla fitochromu (Ryc. 2). Porów ­
nując pierwszorzędową budowę Cphl i cząsteczki 
fitochromu (Ryc. 1B-C) widać, że pierwsze z białek jest 
znacznie mniejsze. Jak już wspomniano powyżej, Cph 1 
składa się z 748, natomiast Phy (w przypadku owsa) ze 
1118-u reszt aminokwasowych [11]. Cphl nie zawiera 
od 60-cio do 100-aminokwasowego odcinka występu-

slr0473 slr0474

c p h l  rcpl
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Ryc. 2. S ch em at  b u d o w y  o p e r o n u  zaw iera jącego  geny cphl  i rcpl  (A) 
o ra z  cząs teczki  b ia łka  C p h l  (B). Dla p o ró w n a n ia  p rz e d ­
s ta w io n o  s c h em at  liniowej b u d o w y  cząsteczki f i toch rom u  
rośl in wyższych (C). Ja k  m o ż n a  zauw ażyć  (p o ró w n u jąc  B i C) 
C- i N - te rm in a ln e  odc ink i  o b u  p o l ipep tydów  w ykazu ją  
i s to tne  p o d o b ie ń s tw o .  Z tym , że cząs teczka f i toc h rom u  na 
N - k o ń c u  i w śro d k o w ej  części p o s ia d a  d o d a tk o w e  sekwencje 
a m in o k w a s o w e ,  k tó re  nie w ys tę p u ją  w b ia łku  C p h l .  G w ia z ­
d k a  p rzeds taw ia  miejsce p rzy łączen ia  g rupy chrom ofo row ej .  
N a  p o d s ta w ie  [10],  zm o d y f ik o w an e .  Skala: A —  500 par  
zasad ,  B i C — 100 reszt a m in o k w as o w y ch .

jącego w N-końcowej domenie fitochromu i około 
połowy domeny C-końcowej (Ryc. 1). Brak pierwsze­
go ze wspomnianych odcinków polipeptydowych m o­
że rzutować na nieco odmienne, w porównaniu do 
fitochromu, widmo absorpcyjne Cphl-P4>B. Również 
proteolityczne usunięcie podobnego fragmentu Phy 
prowadzi do przesunięcia widma absorpcyjnego jego 
formy P fr w kierunku światła niebieskiego. Inną z cha­
rakterystycznych cech fitochromu jest jego tzw. ciem­
niowa rewersja — niezależne od światła przekształ­
canie Ptr do P r. Okazało się, że Cphl z przyłącza­
ną P<t>B lub PCB może również podlegać temu pro­
cesowi [ 11],

F o rm a P r C p h l-P O B  (pochłaniająca światło czer­
wone) wykazuje jeszcze jedną niezwykle istotną właś­
ciwość —  ma zdolność do zależnej od ATP autofos- 
forylacji [11]. Potencjalnym, jeżeli nie jedynym biał­
kiem, na które może być przenoszona grupa fos­
foranowa jest powstający na tym samym operonie 
Rcpl. W spom niana grupa przenoszona jest z his- 
tydyny (His538) pierwszego białka na resztę asparagi­
nową (Asp68) drugiego [11], Uzyskane sztucznie m u­
tanty, zawierające w ww. pozycjach inne reszty am ino­
kwasowe nie były zdolne do przeprowadzania auto- 
i transfosforylacji [11]. Wyniki te w sposób jedno­
znaczny sugerują, że C phl i Rcpl pełnią funkcje 
przypisywane białkom dwuskładnikowych systemów 
transdukcji sygnału [ 8, 12]. Pierwsze z nich funk­
cjonować może indukowana przez światło kinaza 
histydynowa, drugie natomiast może działać jako 
regulator odpowiedzi [ 11].

Wydaje się, że donorem  grupy fosforanowej jest 
wyłącznie forma P ,1 C ph l.  Tezę tę potwierdzono 
eksperymentalnie. Wpierw doprowadzono do autofos- 
forylacji P r (i powstania ufosforylowanej formy Pr), 
a następnie przy udziale światła czerwonego prze­
kształcono ją w P/r, k tórą inkubowano z białkiem Rcpl 
[11]. W tych warunkach eskperymentalnych nie do­
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szło jednak do wymiany reszty fosforanowej pomiędzy 
obom a białkami. N a tej podstawie przypuszcza się, że 
forma P fr Cphl nie ma zdolności do autofosforylacji, 
jak  również nie jest ona zdolna do przenoszenia reszty 
fosforanowej na białko Rcpl [11].

N a podstawie opisanych wyników Y e h i w s p.
[ 11] przedstawili hipotezę tłumaczącą mechanizm 
działania pseudofitochromowego systemu u Synecho- 
cystis sp. (Ryc. 3). Zakłada ona, że białko Cphl może 
występować w czterech (podczas gdy fitochromu tylko 
w dwóch) formach: P r, P* oraz P fr i P/r. Ich wzajemny 
stosunek w komórce regulowany jest przez światło 
i stan ufosforylowania Rcpl. Przez analogie do dotąd 
poznanych dwuskładnikowych systemów transduk- 
cyjnych przypuszcza się, że fosforylacja Rcpl może 
prowadzić do aktywacji tego białka, bądź oprócz niego 
istnieją jeszcze dalsze akceptory (na schemacie ozna­
czone jako  X), na które przenoszona jest grupa fos­
foranowa (Ryc. 3).

Przedstawiony mechanizm działania systemu foto- 
receptorowego u Synechocystis sp. odbiega od mecha­
nizmu działania fitochromu, który zakłada, że jego 
jedyną aktywną formą jest P fr [1-4]. Wydaje się, że 
w przypadku systemu funkcjonującego u wspomnianej 
sinicy światło raczej reguluje liczebność oraz stan 
ufosforylowania P r C ph l.  Jednakże nie można wy­
kluczyć, że zarówno P r, jak i P/r kontrolują odmienne, 
dotąd nieznane procesy fizjologiczne, poprzez ich 
zrównicowany wpływ na białka docelowe inne niż 
Rcpl. Fakt istnienia fotokonwersji P r do P fr oraz 
ciemniowej rewersji P fr do P r Cphl pozwala przypusz­
czać, że również organizmy prokariotyczne, dzięki 
posiadanym barwnikom mają zdolność do określania 
kierunku działania światła, jak i percepcji fotoperiody- 
cznej. By w pełni zrozumieć mechanizm fotorecepcji 
u Synechocystis należy zidentyfikować endogenny 
składnik chromoforowy Cphl.

IV. Podsumowanie

Wyniki opublikowanych ostatnio, a omówionych 
powyżej prac pozwalają wyciągnąć wiele wniosków 
dotyczących ewolucji fitochromu oraz mechanizmów 
percepcji światła przez roślinne organizmy pro- i euka­
riotyczne. Biorąc jako przykład obie sinice, tj. Fryemy- 
ella diplosiphon [6-7] i Synechocystis sp. [9] zauważyć 
można, że pierwsza z nich, pomimo obecności białka 
przypominającego fitochrom, nie posiada zdolności 
wiązania grup chromoforowych (gdyż brak w nim 
odpowiedniej reszty cysteinowej). Fotoreceptor d ru ­
giej z sinic przypomina już swymi właściwościami 
fitochrom. Widać stąd, że nawet w tej samej, choć 
niejednorodnej grupie organizmów nazywanych sini­
cami ewolucja fitochromu mogła zatrzymać się na 
różnych etapach tego procesu.

Wykrycie u sinic regulowanych przez światło kinaz 
histydynowych ma bardziej ogólne znaczenie. Jak 
stwierdzono w ostatnich latach, podobnego typu sys­

Rcpl*

Ryc. 3. M e chan izm  dz ia łan ia  f i to c h ro m o p o d o b n e g o  b a rw n ik a  
w k o m ó rk a c h  sinicy Synechocystis  sp. D alszy  opis  w tekście. 
N a  p ods ta w ie  [10],  zm odyf ikow ane .

temy transdukcji sygnałów występują również u roślin 
wyższych. Biorą one udział w mechanizmie działania 
dwóch fitohormonów — etylenu [9] i cytokinin [13], 
Może to oznaczać, że ewolucja systemów transdukcji 
sygnałów u zwierząt oraz roślin miała odmienny 
charakter. Te pierwsze wykształciły jedno- i trójskład­
nikowe systemy transdukcyjne [ 12], podczas gdy 
u roślin zachowany został pierwotny, dwuskładnikowy 
system odbioru i wzmacniania sygnałów, który ciągle 
z dużym powodzeniem funkcjonuje u bakterii [ 8, 12], 

Opisane powyżej odkrycia można nazwać kamie­
niem milowym w badaniach nad ewolucją, budową 
i mechanizmem działania fitochromów u roślin. Pierw­
szym tego dowodem było ukazanie się krótkiej notatki 
w jednym z zeszłorocznych numerów Nature  [14], Jej 
autorzy za pomocą odpowiedniego wektora wprow a­
dzili do komórek Escherichia coli odcinek DNA Syne­
chocystis kodujący gen cph l . W wyniku tego zabiegu 
w komórkach bakterii doszło do akumulacji ol­
brzymich ilości (50% wszystkich białek) polipeptydu 
C ph l ,  który miał zdolność do autokatalitycznego 
przyłączania egzogennie podawanych grup chrom o­
forowych [14], Już w najbliższym czasie otrzymane 
zostaną kryształy białka C phl,  które poddane będą 
analizie rentgenowskiej. N a podstawie tych badań 
określona zostanie bardzo dokładna budowa prze­
strzenna wspomnianego polipeptydu. Wyniki tych 
badań pozwolą na wyciąganie wniosków odnośnie 
molekularnej budowy fitochromu.

Artykuł otrzymano 16 października 1997 r.
Zaakceptowano do druku 12 lutego 1998 r.
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I. Wstęp

W ostatnich latach terapia genowa stała się przed­
miotem zainteresowania wielu ośrodków naukowo- 
-medycznych. Jej rozwój jest bezpośrednio związany

* Mgr, Centrum Badań Molekularnych i M akrom olekular­
nych, Zakład Chemii Bioorganicznej, ul. Sienkiewicza 112, 
90-363 Łódź

z osiągnięciami inżynierii genetycznej, a w szczególno­
ści z ciągłym doskonaleniem technologii wprow adza­
nia genów do komórek eukariotycznych. Terapia 
genowa oparta  jest na dostarczaniu DNA do komórek 
somatycznych i jego ekspresji tak, aby wprowadzona 
informacja genetyczna spowodowała usunięcie niepo­
żądanej cechy lub wywołanie prawidłowej. Obszerne 
omówienie metod transferu genów do komórek zo­
stało przedstawione w numerze 1/96 Postępów Bio­
chemii [ 1],

Transfer genów może mieć zastosowanie nie tylko 
w przywracaniu prawidłowych funkcji komórek, ale 
także w nadawaniu im zupełnie nowych właściwości 
(np. odporności na infekcje wirusowe lub bakteryjne). 
Wynika to z faktu, że produkt wprowadzonego genu (o 
ile jest to „obcy” gen) jest rozpoznawany przez ko ­
mórki układu immunologicznego. W związku z tym 
naturalną konsekwencją rozwoju terapii genowej stała 
się próba modulowania odpowiedzi immunologicznej 
poprzez dostarczenie DNA kodującego białka an ­
tygenów wirusowych lub bakteryjnych w celu ochrony 
organizmu przez późniejszą infekcją. Otrzymane w ten 
sposób szczepionki, oparte na immunizacji plazmido­
wym DNA (tzw. szczepionki DNA lub genetyczne)
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Tabela 1.
P o ró w n a n ie  właściwości różnych  klas szczepionek

Szczepionki zaw ierające 
atenuowane b ak te r ie  lub 

wirusy

Szczepionki zawiera jące  
inaktywowane bakte r ie  

lub wirusy o raz  
szczepionki 

p o d je d n o s tk o w e

Szczepionki D N A

In d u k c ja  odpow iedzi  im m unolog iczne j  związanej 
z p rezen tac ją  an ty g en u  w kontekście  M H C  klasy 
I ( ak tyw ac ja  cy to toksycznych  limfocytów T) T ak Nie T ak

In d u k c ja  odpow iedz i  im m unolog iczne j  związanej 
z p rezen tac ją  a n ty g e n u  w kontekście  M H C  klasy II 
(ak ty w ac ja  p o m ocn iczych  limfocytów T) T ak T ak T a k

In d u k c ja  odpow iedz i  im m unolog iczne j  typu  hum o ra l -  
nego T ak T ak T a k

Bezpieczeństw o Nie P ra w d o p o d o b n ie P r a w d o p o d o b n ie

R yzyko  p o w ro tu  m ik ro o rg a n iz m u  lub w irusa  d o  s tanu  
pa to g en n o śc i T ak Nie Nie

P rz y d a tn o ś ć  w u o d p o rn ia n iu  n iem ow lą t Nie Nie T ak

Ł a tw o ś ć  p rzy g o to w an ia Nie Nie T a k

T e rm o s ta b i ln o ś ć Nie Nie T ak

K o sz t W ysoki W ysoki S to s u n k o w o  niski

mogą być obiecującym narzędziem w wywoływaniu 
odporności przeciwzakaźnej z pominięciem wielu wad 
preparatów stosowanych obecnie. Efektywna odpo­
wiedź immunologiczna jest w tym przypadku uzależ­
niona od ekspresji wprowadzonego genu i prezentacji 
powstałego produktu białkowego kom órkom  układu 
immunologicznego.

II. Przewaga immunizacji D N A  nad klasycz­
nymi szczepionkami

Porównanie szczepionek DNA z konwencjonalny­
mi preparatami przedstawiono w tabeli 1. Należy 
zwrócić uwagę, że konwencjonalne szczepionki, zawie­
rające atenuowane wirusy, takie jak np. szczepionka 
Jennera przeciwko czarnej ospie czy Pasteura przeciw­
ko wściekliźnie reprezentują podejście wykorzystujące 
bezpośrednie dostarczenie i ekspresję genu in vivo, czyli 
immunizację DNA w jej najbardziej prymitywnej 
formie. Skuteczność tych szczepionek jest dowodem, że 
podanie materiału genetycznego może chronić przed 
późniejszą infekcją. M etoda transferu genów daje więc 
potencjalne możliwości stymulacji układu im munolo­
gicznego do rozpoznawania i eliminowania komórek 
zainfekowanych patogenami, a także komórek zmie­
nionych nowotworowo.

Bezpośrednie szczepienie plazmidowym DNA z od­
powiednimi eukariotycznymi sygnałami transkrypcji 
i translacji powinno powodować in vivo syntezę białek 
o konformacji i modyfikacjach potranslacyjnych iden­
tycznych w stosunku do tych, które znajdują się

w białkach wywołujących infekcję. Synteza endogen­
nego białka naśladuje infekcję wirusową, pozwalając 
na prezentowanie obcego antygenu limfocytom 
T przez cząsteczki głównego układu zgodności tkan ­
kowej M H C  klasy I (ang. Major Histocompatibility 
Complex). Komórki wykazujące ekspresję antygenu 
białkowego są niszczone w wyniku rozwijającej się 
odpowiedzi immunologicznej i efektu cytotoksyczne- 
go, uwalniając w ten sposób antygen, który może być 
następnie pobrany przez lokalne komórki prezen­
tujące antygen i związany z cząsteczkami M H C  klasy 
II. Dzięki tej metodzie w komórkach gospodarza 
zostaje zsyntetyzowany antygen białkowy o odpo­
wiedniej strukturze trzeciorzędowej niezbędnej dla 
indukcji konformacyjnie specyficznych przeciwciał, 
jak również rozwoju odpowiedzi immunologicznej 
typu komórkowego.

Szczepionki DNA mogą być użyteczne w immuniza­
cji niemowląt posiadających jeszcze przeciwciała m a­
tki. Odporność noworodków charakteryzuje się dwie­
ma cechami: obniżonym poziomem odpowiedzi im­
munologicznej oraz zwiększoną zdolnością wytworze­
nia stanu tolerancji. Ogranicza to skuteczność szcze­
pionek konwencjonalnych m.in. w wyniku wiązania 
przez immunoglobuliny matki dostarczanych w szcze­
pionce drobnoustrojów i zahamowania ich namnaża- 
nia. Przeciwciała nie potrafią jednak rozpoznać plaz­
midowego DN A i dlatego synteza kodowanych przez 
plazmid białek oraz indukcja odpowiedzi immunologi­
cznej mogą odbywać się bez przeszkód. Koncepcję tę 
potwierdzono doświadczalnie — porównano efekt

118 P O S T Ę P Y  B I O C H E M I I  44(2),  1998http://rcin.org.pl



immunizacji dorosłych myszy oraz mysich now orod­
ków za pomocą plazmidowego DNA [2], Zastosowa­
no w tym przypadku DNA kodujący nukleoproteinę 
wirusa grypy. Wynik tego doświadczenia wskazuje, że 
zarówno u noworodków, jak i u osobników dorosłych 
podanie szczepionki DNA indukuje odpowiedź im­
munologiczną na podobnym poziomie. Strategia im­
munizacji genetycznej może więc być potencjalnie 
wykorzystana u noworodków i dzieci w przypadku 
małej skuteczności preparatów konwencjonalnych.

Szczepionki D NA  nie zawierają patogenów, ad- 
juwantów i wektorów replikacyjnych; powinny więc 
być bezpieczniejsze niż preparaty zawierające atenuo- 
wane szczepy. DN A jest stosunkowo tani, termostabil- 
ny oraz z założenia podatny na manipulacje genetycz­
ne (rekombinacja), co stwarza możliwość dostarczania 
w jednej szczepionce różnych sekwencji kodujących 
immunogenne białka.

III. Wektory i ich konstrukcja

W większości prac nad szczepionkami DNA wyko­
rzystuje się plazmidy zawierające terapeutyczny gen 
będący pod kontrolą prom otora z ludzkiego cyto- 
megalowirusa (ang. human cytomegalovirus — H C M V ) 
(Rye. 1), gdyż funkcjonuje on w wielu typach komórek 
ssaków i indukuje ekspresję genów na wysokim pozio­
mie [3-5], Badania z transgenicznymi myszami wyka­
zały, że poziomy ekspresji genów pozostających pod 
kontrolą prom otora  H CM Y różnią się w poszczegól­
nych tkankach do 100 000 razy [6]. Jednocześnie nadal 
trwają prace, mające na celu zwiększenie poziomu 
ekspresji wprowadzanych genów poprzez zmiany w re­
gionie 5' końca tego prom otora (Rye. 1) [7], Istnieją 
również doniesienia o próbach wykorzystania do 
konstrukcji szczepionek DNA promotorów z tzw.

Rye. 1. K o n s t ru k c ja  szczepionki genetycznej chroniącej  o rg an izm  przed gruźlicą.  F ra g m e n t  D N A ,  poch o d ząc y  z p r ą tk ó w  M ycobac ter ium  
leprae, k o d u ją c y  an ty g en  o m. cz. 36 k D a  został  w k lo n o w a n y  do  p lazm idu  p c D N A  (firmy Invitrogen)  i p o d d a n y  kon tro li  p r o m o to r a  
H C M V  [4];  P cm v  —  region zawiera jący  p r o m o to r  H C M V ;  SV 40 pA —  sygnał poliadenylac ji  w irusa  SV 40; neo —  gen o p o rn o śc i  na  
neom ycynę; SV 40 ori —  miejsce s ta r tu  replikacji  (orogin)  w irusa  SV 40; Col  E l  ori —  miejsce s ta r tu  replikacji  p lazm idu  Col E l ;  M 13 ori  
—  miejsce s ta r tu  replikacji  faga M l 3; a m p  —  gen o p ornośc i  na  ampicylinę.
U góry  p rz e d s ta w io n o  s t ru k tu rę  5’-k o ń ca  genu  H C M  V (na p ods taw ie  dan y ch  z b a n k u  genów: n r  d o s tę p u  X03932); * —  miejsca wiążące 
czynnik j ą d r o w y  N F -1 ;  P  —  p r o m o to r  p o l im era zy  II

P O S T Ę P Y  B I O C H E M I I  44(2),  1998 119http://rcin.org.pl



genów metabolizmu podstawowego (ang. housekee- 
ping genes) [4, 8].

Charakter kodowanych antygenów może być różny. 
W większości badań wykorzystuje się białka o pełnej 
długości, dobrze poznane z immunologicznego punktu 
widzenia. Zmiany kodowanych sekwencji przez d oda­
nie lub delecję różnych sygnałów dają, przynajmniej na 
razie, znikome efekty [3], Wykazano jednak, że do 
wywołania odporności przeciwzakaźnej nie zawsze 
konieczna jest znajomość pełnej sekwencji DNA geno­
mu patogenu. Nawet ekspresja fragmentu genu jed ­
nego z antygenów Mycobacterium pulmonis może 
chronić przed późniejszą infekcją [9].

IV. Sposoby dostarczania D N A

Odpowiedź immunologiczna może być indukowana 
przez wstrzyknięcie DNA rozpuszczonego w roztwo­
rze soli fizjologicznej [4, 10, 11], DNA skomplek- 
sowanego z lipidami [3] lub poprzez dostarczenie 
materiału genetycznego w postaci mikroskopijnych 
kulek złota opłaszczonych DNA [12-14], a także 
w postaci aerozolu bądź kropli do nosa [15, 16].

Najszerzej stosowaną metodą jest obecnie bezpo­
średnia iniekcja DNA rozpuszczonego w roztworze 
soli (tzw. „nagiego” DNA) do mięśni szkieletowych. 
Wynikiem tego jest ekspresja genu w mięśniu w po­
bliżu miejsca iniekcji. Stwierdzono, że wstrzyknięcie 
DNA do mięśnia, który był uprzednio uszkodzony 
w wyniku potraktowania toksynami, zwiększa około 
10-krotnie liczbę komórek mięśniowych wykazują­
cych ekspresję genu i wzmacnia odpowiedź immunolo­
giczną [15]. Nie jest jasne, czy wzmożenie odpowiedzi 
immunologicznej jest związane ze wzrostem ekspresji 
antygenu w regenerujących się komórkach mięśnio­
wych, czy też następuje w wyniku chemotaksji kom ó­
rek prezentujących antygen do miejsca uszkodzenia 
tkanki.

Większość badań dotyczących szczepionek DNA 
obejmuje iniekcje domięśniowe i śródskórne. W świetle 
ostatnich badań, najbardziej korzystną drogą podania 
szczepionek genetycznych wydaje się być skóra. Jest 
ona bowiem łatwo dostępna i ma rozwinięty system 
immunologiczny. Śródskórne wstrzyknięcie DNA m o­
że indukować antygenowo specyficzną odpowiedź 
i długotrwałą ochronę. Poza tym śródskórna im- 
munizacja wymaga dla wywołania takiego samego 
efektu znacznie mniejszej ilości DNA (1/250-1/500) niż 
w przypadku iniekcji domięśniowej [15]. Co więcej, 
szybki obrót metaboliczny komórek naskórka może 
prowadzić do usunięcia nadmiernej ilości DNA, łago­
dząc w ten sposób ewentualne niepożądane skutki 
ekspresji genu.

W porównaniu z tzw. „nagim” DNA, kompleksy 
DNA-lipid wykazują obniżoną ekspresję przy poda­
waniu domięśniowym, znacznie jednak zwiększoną po 
podaniu dożylnym. Poza tym, dożylne dostarczenie 
DNA prowadzi do ekspresji genu w wielu narządach

(zwłaszcza w śledzionie) [17],
Ostatnio coraz częściej zwraca się uwagę na moż­

liwość podawania DNA do dróg oddechowych w po­
staci aerozolu. Dotyczy to nie tylko szczepionek 
genetycznych [15, 16], ale również np. oligonukleoty- 
dów antysensowych wobec mRNA [18], Dominującą 
rolę odgrywa w tym przypadku układ immunologicz­
ny związany z błonami śluzowymi, składający się 
z rozproszonych w błonach śluzowych i podśluzowych 
skupisk grudek limfatycznych. Przykładem skutecznej 
szczepionki DNA dostarczanej tą drogą jest szczepion­
ka przeciwko grypie, zawierająca gen kodujący hema- 
glutyninę wirusa [19], Powodowała ona przeżycie 
67-95% immunizowanych w ten sposób myszy, k tó ­
rym podano śmiertelną dawkę wirusa. Jednakże naj­
lepsze wyniki (95% przeżywalności) uzyskano w tym 
doświadczeniu po podaniu do komórek naskórka 
kulek złota opłaszczonych DNA (tzw. metoda „gene 
gun”). Należy zaznaczyć, że podawanie DNA do dróg 
oddechowych ma największe szanse powodzenia 
w przypadku chorób atakujących właśnie drogi od ­
dechowe. Donosowe podanie myszom DNA, kodu ją­
cego glikoproteinę B wirusa opryszczki Herpes simplex 
typu 1 (HSV-1), indukowało powstanie charakterys­
tycznych dla śluzówki przeciwciał klasy IgA, których 
miano zwiększało się, gdy szczepionkę DNA łączono 
z równoczesnym podawaniem toksyny cholery [ 20]. 
Dla porównania, domięśniowa iniekcja takiego same­
go DNA stymulowała powstawanie przeciwciał klasy 
IgG obecnych głównie w surowicy krwi. Należy pod­
kreślić, iż w przypadku opryszczki, która nie jest 
chorobą dróg oddechowych, donosowe podanie kw a­
su nukleinowego okazało się mniej skuteczne niż 
iniekcja domięśniowa.

Równolegle prowadzone są wciąż badania mające 
na celu zwiększenie skuteczności działania DNA jako 
szczepionki. Stwierdzono np., że efektywniejsze jest 
równoczesne dostarczenie genów kodujących IL-2 
i antygen powierzchniowy wirusa zapalenia wątroby 
typu B (HBsAg) [21]. Również domięśniowe wstrzyk­
nięcie plazmidowego DNA w transfekowanych ko­
mórkach dendrytycznych prowadzi do wzmocnienia 
odpowiedzi immunologicznej organizmu, a tym sa­
mym odporności na infekcję [22, 23]. Dla porównania, 
efektu takiego nie obserwowano w przypadku podania 
transfekowanych makrofagów [23], komórki dend- 
rytyczne są bowiem podstawowymi komórkami pre­
zentującymi antygen.

V. Praktyczne zastosowanie szczepionek ge­
netycznych

Domięśniowa iniekcja DNA powodując ekspresję 
obcych genów indukuje specyficzną antygenowo od­
powiedź immunologiczną. Podanie kontrolnego plaz­
midu („pustego”) nie kodującego białka wirusowego 
lub bakteryjnego nie wywołuje żadnego efektu. U do­
wodniono, że w przypadku wielu chorób immunizacja

120 P O S T Ę P Y  B I O C H E M I I  44(2), 1998http://rcin.org.pl



DNA jest wysoce skuteczna i szczepionki DNA in­
dukują odpowiedź immunologiczną chroniąc przed 
późniejszą infekcją m.in. w przypadku zapalenia wąt­
roby typu B i C, AIDS, opryszczki, grypy, wścieklizny 
oraz brodawczaka u różnych gryzoni, bydła i naczel­
nych, a także w przypadku chorób pasożytniczych 
np. Plasmodium, wywołującymi malarię czy Leish- 
mania [15].

V-1. Ochrona przed infekcjami wirusowymi i bak­
teryjnymi

Znaczna część aktualnie prowadzonych badań d o ­
tyczy szczepionek DN A  chroniących przed gruźlicą. 
Stosowana obecnie konwencjonalna szczepionka 
BCG zawiera żywy, atenuowany szczep prątka byd­
lęcego Mycobacterium bovis. W wielu przypadkach nie 
jest ona w pełni skuteczna i bezpieczna. O potrzebie 
skonstruowania nowego typu szczepionki przeciwko 
gruźlicy może świadczyć fakt, że wciąż z powodu tej 
choroby umiera rocznie około 3 milionów ludzi. 
Problem ten staje się coraz groźniejszy, zwłaszcza 
w obliczu wzrostu zakażeń chorobą AIDS oraz stale 
rosnącej liczby izolowanych od pacjentów prątków 
Mycobacterium tuberculosis wykazujących nadekspre- 
sję genów oporności wielolekowej M D R (ang. Multiple 
Drug Résistance). Ponieważ patogen ten posiada około 
4000 genów, kodujących białka o potencjalnej funkcji 
antygenów, do tej pory nie stwierdzono, które z nich 
mogą wywoływać najsilniejszą i najskuteczniejszą od ­
powiedź immunologiczną organizmu. Prace dotyczą 
więc szczepionek genetycznych, kodujących różne bia­
łka mykobakteryjne, m.in. białko szoku termicznego 
o m.cz. 65 kDa, antygen o m.cz. 36 kD a (Ryc. 1), czy 
białko sekrecyjne wchodzące w skład kompleksu 
o m.cz. 85 kDa. W badaniach tych myszom podawano 
domięśniowo lub śródskórnie plazmidy kodujące an­
tygeny mykobakteryjne. Skuteczność szczepień spraw­
dzano m.in. pobierając surowicę i badając, czy pojawi­
ły się w niej odpowiednie przeciwciała (test ELISA) lub 
pobierając od immunizowanych myszy komórki śle­
dziony i kontrolując poziom produkowanych przez nie 
cytokin, tj. IFN-y, IL-2, GM -CSF, TNF-oc (zwiększony 
poziom) oraz IL-4 i IL-10. Wreszcie ostatecznym 
testem było podanie szczepionym zwierzętom prątków 
Mycobacterium tuberculosis w celu wywołania ewen­
tualnego stanu chorobowego. Kontrolą było podanie 
„pustego” plazmidu. We wszystkich przypadkach ob­
serwowano ochronę porównywalną z otrzymaną przy 
użyciu konwencjonalnej szczepionki BCG, nawet 
w przypadku wstrzyknięcia DN A  kodującego tylko 
jeden antygen mykobakteryjny [4, 11],

Inną, bardzo ważną zaletą szczepionek DNA jest 
możliwość wywoływania odporności przeciwko róż­
nym szczepom tego samego wirusa lub bakterii. Niska 
skuteczność niektórych szczepionek konwencjonal­
nych wynika z faktu, że indukują one prawie wyłącznie 
odpowiedź immunologiczną typu humoralnego skie­

rowaną przeciwko antygenom powierzchniowym pa­
togenu. W przypadku wielu wirusów, np. grypy lub 
HIV, głównym problemem jest ogromna różnorod­
ność i zmienność białek otoczki, zarówno w obrębie 
różnych szczepów, jak i między poszczególnymi cząst­
kami wirusowymi. W celu określenia, czy indukowana 
odpowiedź immunologiczna może wywołać odpor­
ność przeciwko różnym szczepom wirusowym, wyko­
rzystano model wirusa grypy typu A [10]. Stosowana 
obecnie szczepionka przeciwko grypie, zawierająca 
inaktywowany chemicznie wirus, jest skuteczna do p ó ­
ki nie ulegną zmianie determinanty antygenowe białek 
powierzchniowych. W przeciwieństwie do tych białek, 
białka wewnętrzne są bardziej konserwatywne, rzadko 
ulegają mutacjom i dlatego mogłyby wywoływać od ­
porność przeciwko różnym szczepom wirusowym. Do 
opracowania szczepionki wykorzystano DNA kodują­
cy wewnętrzną nukleproteinę wirusa grypy. Myszom 
BALB/c podano domięśniowo plazmidowy DNA ko ­
dujący białko pochodzące z tzw. szczepu Puerto Rico 
VI. Iniekcja ta spowodowała powstanie odporności 
zarówno typu humoralnego jak i komórkowego i co 
więcej, chroniła przed infekcją szczepem wirusa grypy 
A /H K /68, który zaobserwowano dopiero 34 lata póź­
niej. W eksperymencie tym około 90% myszy, u k tó ­
rych zastosowano szczepionkę, przeżyło podanie śmie­
rtelnej dawki wirusa grypy powodującej zgon w ciągu 
2 tygodni, podczas gdy w grupie kontrolnej taki 
eksperyment przeżyło tylko 20% myszy. Szczepienie 
plazmidowym DNA, kodującym antygenowe białko 
wirusowe, może więc być skutecznym sposobem wy­
woływania odporności przeciwko różnym szczepom 
wirusowym. N a przykładzie wirusa grypy ustalono 
także, iż szczepionki DNA są równie skuteczne, jak 
preparaty zawierające żywy, atenuowany wirus [24] 
oraz stwierdzono, że istnieje bezpośrednia korelacja 
między ilością podanego kwasu nukleinowego, a m ia­
nem powstających przeciwciał [25], Co więcej, w przy­
padku myszy, do syntezy skutecznej terapeutycznie 
liczby przeciwciał wystarczy podanie od 100 ng do 1 gg 
DNA, kodującego hemaglutyninę lub nukleoproteinę 
wirusa grypy, natomiast w przypadku naczelnych 
— około 10 pg [25], Wyniki te wskazują, że do 
wywołania odporności przeciwko grypie wystarczą 
małe dawki DNA podawane domięśniowo.

O dkąd przekonano się, że szczepionki DNA mogą 
chronić przed infekcją wirusową, wiele grup badaw ­
czych podjęło prace nad szczepionkami genetycznymi, 
które mogłyby zapobiegać chorobie AIDS. Prze­
prowadzono szereg doświadczeń z wykorzystaniem 
DNA kodującego różne fragmenty białka wirusa HIV 
np. białka otoczki (gp 120 i jej prekursor gp 160) oraz 
białka regulatorowe (Rev, Nef). Stosując różne modele 
zwierzęce, m.in. myszy, króliki i naczelne (makaki, 
szympansy) wykazano, że szczepionki genetyczne in­
dukują powstanie zarówno swoistych cytotoksycz- 
nych limfocytów T, jak i ochronnej odpowiedzi im­
munologicznej, zależnej od neutralizujących przeciw­
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ciał klasy IgG [26-32], Sukcesem, jak na razie, okazała 
się szczepionka zawierająca DNA kodujący białka 
Env, Rev i G ag/Pol wirusa HIV-1. U zaszczepionych 
szympansów rozwinęła się odpowiedź immunologicz­
na typu humoralnego i komórkowego, która po­
wstrzymała inwazję wszczepionego zwierzętom wirusa 
HIV. Po 48 tygodniach od zainfekowania, małpy nie 
wykazały objawów zakażenia [32], Dla porównania, 
w grupie kontrolnej, po upływie tego samego czasu, 
stężenie cząstek wirusa było bardzo duże. Wyniki te 
stwarzają szansę opracowania tego typu szczepionki 
dla ludzi.

V-2. Szczepionki DNA a choroby o podłożu auto- 
agresji

Szczepionki DNA mogą być skuteczne nie tylko 
w przypadku infekcji wirusowej czy bakteryjnej. Coraz 
częściej podkreśla się możliwość ich zastosowania 
w przypadku chorób autoimmunologicznych lub no­
wotworowych.

Przykładem stanu chorobowego o podłożu autoim- 
munologicznym jest stwardnienie rozsiane (SM 
— sclerosis multiplex). Zaobserwowano w tej chorobie 
pojawianie cząsteczek M H C  klasy II na astrocytach 
i oligodendrocytach, które to zjawisko nie ma miejsca 
w zdrowym organizmie. Doświadczalnym modelem 
stwardnienia rozsianego, stosowanym u myszy i szczu­
rów jest syndrom EAE (ang. Experimental Autoimmune 
Encephalomyelitis). W patogenezie tej choroby poja­
wiają się autoreaktywne limfocyty T, których recep­
tory rozpoznają białka mielinowych osłonek neuro­
nów. Podczas rozwoju EAE u myszy w pierwszym 
etapie autoreaktywne limfocyty T przełamują barierę 
krew — mózg i rozpoznają autoantygeny na kom ór­
kach nerwowych. Po takiej stymulacji limfocyty T za­
czynają produkować czynniki zapalne t.j. IFN-y 
i T N F -a .  Cytokiny te aktywują kolejne komórki do 
ekspresji częsteczek M HC, co z kolei nasila stan 
zapalny. Ostatecznie w wyniku działania cytotoksycz- 
nych cytokin, autoprzeciwciał oraz komórek takich 
jak limfocyty T i B, makrofagi i granulocyty następuje 
uszkodzenie osłonki mielinowej neuronów. W patoge­
nezie EAE uczestniczy kilka białek o właściwościach 
autoantygenów rozpoznawanych przez receptory au- 
toreaktywnych limfocytów T. Są to składniki mieliny 
takie jak M B P (ang. Myelin Basic Protein), P L P  (ang. 
Proteolipid Protein), M AG (ang. Myelin-Associated 
Glycoprotein) i M O G  (ang. Myelin Oligodendrocyte 
Glycoprotein) [33, 34], Większość badań nad odpowie­
dzią autoreaktywnych limfocytów T w SM dotyczy 
białka MBP, gdyż zostało ono najlepiej poznane.

Obecnie terapia stwardnienia rozsianego polega 
przede wszystkim na ogólnym osłabieniu odpowiedzi 
immunologicznej, mającym na celu zatrzymanie p o ­
stępującego niszczenia tkanki, poprzez podawanie 
m.in. transformującego czynnika wzrostu TGF-ß, IL- 
-10 czy też rozpuszczalnych receptorów dla takich

cytokin jak IL-1, IFN-y lub TN F-a . Druga metoda 
leczenia opiera się na próbie specyficznego „wyłącze­
nia” autoreaktywnych limfocytów T (np. poprzez 
immunizację inaktywowanymi limfocytami T lub ich 
receptorami [33, 35-37], W oparciu o to drugie 
podejście skonstruowano szczepionkę DNA, chronią­
cą przed rozwojem EAE u myszy [38], Szczepionka 
z plazmidowego DNA kodującego gen VP8.2, którego 
produktem jest peptyd Acl-20, stanowiący fragment 
receptora autoreaktywnych limfocytów T reagujących 
z białkiem MBP, chroniła myszy przed wywoływanym 
eksperymentalnie EAE. Efekt ten uzyskiwano naj­
prawdopodobniej poprzez obniżenie poziomu cytokin 
takich jak IL-2 i IFN-y biorących udział w rozwoju 
stanu chorobowego oraz poprzez wzrost poziomu 
supresyjnej IL-4. Tak istotnej zmiany profilu p ro d u k o ­
wanych przez limfocyty T cytokin, będącej podstawą 
ochrony przed EAE, nie obserwowano w przypadku 
immunizacji genetycznej skierowanej przeciwko b ak ­
teriom lub wirusom.

V-3. Immunostymulacja w leczeniu chorób nowo­
tworowych

Terapia genowa budzi największe nadzieje w związ­
ku z leczeniem chorób nowotworowych. Szczepionki 
genetyczne dają bowiem możliwość wzmocnienia od­
powiedzi immunologicznej skierowanej przeciw now o­
tworowi.

Istnieje kilka strategii wykorzystujących szczepion­
ki DNA nie tylko do ochrony przed rozwojem stanu 
chorobowego, ale również do ewentualnego leczenia 
nowotworów. Jedna z nich polega na lokalnym dostar­
czaniu, wraz z komórkami nowotworowymi, różnych 
cytokin i ich rozpuszczalnych receptorów, np. w pro­
wadzanie genu IL-6 oraz genu rozpuszczalnej formy jej 
receptora (sIL-6R) do komórek czerniaka złośliwego 
[39]. Przykładem innej strategii jest podawanie ko­
mórkom nowotworowym genu kodującego silnie im- 
munizujący antygen (np. allogeniczne główne antyge­
ny zgodności tkankowej [3]), na skutek czego an ­
tygeny nowotworowe, które wcześniej nie były rozpoz­
nawane przez układ odpornościowy, teraz mogą być 
prezentowane w kontekście głównych antygenów zgo­
dności tkankowej. Tego rodzaju podejście stało się 
podstawą do opracowania protokołów klinicznych, 
które zostały zatwierdzone przez Doradczy Komitet 
ds. Rekombinowanego DN A  Amerykańskich Instytu­
tów Zdrowia [ang. Recombinant D N A  Advisory Com- 
mitte ( R A C )  o f  the National Institutes o f  Health 
(NIH)~\.  Pierwsza próba kliniczna polegała w tym 
przypadku na dostarczaniu genu M H C  klasy I pacjen­
towi z dającym przerzuty czerniakiem [3]. Jeszcze 
innym przykładem zastosowania szeczepionek genety­
cznych jest wykorzystanie DNA kodującego białkowe 
produkty onkogenów w celu wzmocnienia odpowiedzi 
immunologicznej przeciw tym białkom, np. terapia 
raka piersi poprzez domięśniową lub śródskórną inie-
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keję DNA onkogenu neu, którego produktem jest 
białko p 185. Powstałe w wyniku podania takiego 
DNA przeciwciała klasy IgG, skierowane przeciwko 
białku p 185, powodowały m.in. zahamowanie in vitro 
wzrostu nowotworowej linii komórkowej SKBR3 (rak 
gruczołowy płuc) [40],

Mimo że szczepionki DNA, w porównaniu z kon­
wencjonalnymi metodami leczenia nowotworów (le­
czenie chirurgiczne, chemioterapia, radioterapia), za­
pewne jeszcze długo nie będą terapią wiodącą, mogą 
przyczynić się do ograniczenia objawów ubocznych 
obserwowanych w terapii prowadzonej metodami 
standardowymi.

VI. Bezpieczeństwo szczepionek D N A  —  po­
tencjalne efekty uboczne

Przegląd zagrożeń terapii genowej i metod minima­
lizowania wynikających z nich efektów ubocznych 
został przedstawiony w numerze 1/96 Postępów Bio­
chemii [41]. Niektóre z nich, przynajmniej teoretycz­
nie, mogą towarzyszyć immunizacji za pomocą szcze­
pionek genetycznych. Podawanie do organizmu DNA, 
którego białkowy produkt powinien wywołać odpo­
wiedź immunologiczną może również wywoływać sze­
reg efektów ubocznych. Mianowicie:

po pierwsze, nie jest jeszcze poznany efekt długoter­
minowej ekspresji antygenu in vivo. W pewnych wa­
runkach może on być pozytywny, tzn. długo utrzymu­
jąca się ekspresja DNA będzie prowadziła do silnej, 
długotrwałej odpowiedzi immunologicznej bez potrze­
by stosowania kilkakrotnych iniekcji. Z drugiej strony 
stałe utrzymywanie się w organizmie obcego antygenu 
może być niebezpieczne i prowadzić do powstania 
stanów zapalnych, zaburzeń autoimmunologicznych 
czy chorób wywołanych zbyt wysokim poziomem 
kompleksów immunologicznych. Istnieją jednak dane 
wskazujące, że immunizacja DNA nie indukuje po­
wstawania autoprzeciwciał skierowanych przeciwko 
podaw anem u DNA lub kom órkom  mięśniowym, 
w których ma miejsce synteza obcego antygenu [42], 
Ż adna z badanych dotychczas szczepionek nie stymu­
lowała powstawania takich przeciwciał, ani nie powo­
dowała uszkodzenia tkanki mięśniowej. Immunizacja 
kwasem nukleinowym nie nasilała również istniejące­
go już stanu chorobowego o podłożu autoagresji. 
Szczepionki genetyczne nie powinny więc stymulować 
rozwoju lub nasilenia chorób autoimmunologicznych, 
a co więcej, mogą być pomocne w ich leczeniu [37],
—  po drugie, pojawia się coraz więcej doniesień [43], 
że bakteryjny DNA może powodować silną odpo­
wiedź immunologiczną. Z drugiej strony powstanie 
takiej odpowiedzi immunologicznej nie wymagałoby 
dodatkowego podawania adjuwantów, stosowanych 
w konwencjonalnych szczepionkach.
—  po trzecie, istnieje, przynajmniej teoretyczna, moż­
liwość wbudowania plazmidowego D N A  do genomu 
komórki gospodarza. Przypadkowe miejsce takiej in-

Tabela 2.
P ro w a d z o n e  p ró b y  kliniczne do tyczące  szczepionek D NA.

O sro d e k C h o r o b a

J o h n  H o p k in s  Universi ty G ry p a

Nava l  M edical  Research Inst i tu te M a la r ia

Universi ty  of A la b a m a Rak  okrężnicy

Universi ty  of C incinnat i Zapa len ie  w ą t ro b y  ty p u  B

Universi ty  of  Pennysy lvan ia A ID S

Universi ty  of  W as h in g to n O p ry szcz k a

Universi ty  of  W isconsin Zapa len ie  w ą t ro b y  typu  B

tegracji stwarza niebezpieczeństwo transformacji k o ­
mórki w wyniku mutagenezy insercyjnej. Jakkolwiek 
trudno wykluczyć taką możliwość, sądzi się, że w przy­
padku plazmidowego DNA ryzyko jest mniejsze niż 
ryzyko spontanicznej mutacji [3], Wyniki badań p ro ­
wadzonych w laboratorium firmy Merck, mających na 
celu określenie ryzyka potencjalnej integracji DNA 
dostarczonego w szczepionce do genomu gospodarza 
nie wykazały takiego zjawiska [44].

Mimo tych wątpliwości, do tej pory nie udokum en­
towano żadnego negatywnego zjawiska związanego 
z immunizacją zwierząt za pomocą DNA. O pracow a­
no kilka protokołów klinicznych, mających na celu 
zbadanie bezpieczeństwa i skuteczności immunizacji 
plazmidowym DNA. Obecnie weszły one w I fazę prób 
klinicznych i dotyczą chorób o tak odmiennej etiologii, 
jak AIDS, malaria czy białaczka (Tab. 2) [3, 45, 46].

Od momentu ukazania się pierwszej pracy, wykazu­
jącej możliwość stymulowania układu immunologicz­
nego przez szczepionki DNA [10], pojawiło się bardzo 
wiele informacji na ten temat. Najnowsze z nich można 
uzyskać pod internetowym adresem: http://www.gen- 
web.com/Dnavax/dnavax.html.

Artykuł otrzymano 28 lipca 1997 r.
Zaakceptowano do druku 2 marca 1998 r.
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Wykaz stosowanych skrótów: PS-oligonukleotydy tiofos- 
foranowe analogi oligodeoksyrybonukleotydów; RNaza 
H — rybonukleaza H; PA1-1 inhibitor aktywatorów 
plazminogenu typu pierwszego; t-PA tkankowy aktywa­
tor plazminogenu; u-PA — aktywator plazminogenu typu 
urokinazowego; Tm temperatura mięknięcia dwunicio- 
wych fragmentów kwasów nukleinowych; D O P E  diolei- 
lofosfatydyloetanoloamina (kationowy lipid); D O TM A  

chlorek dioleiloksypropylotrimetyloamonowy (kationo­
wy lipid); d [ (C PS)27C] — tiofosforanowy analog oligonuk- 
leotydu d C 28; a F G F  — kwaśny czynnik wzrostu fibroblas- 
tów; b F G F  — zasadowy czynnik wzrostu fibroblastów; EG F 

naskórkowy czynnik wzrostu; P D G F  czynnik wzrostu 
pochodzenia płytkowego; IC 50 — stężenie wywołujące 50%- 
-ową inhibicję; SELEX — metoda selekcji ligandów; HU- 
VEC — ludzkie komórki śródbłonka żyły pępowinowej; EA. 
hy 926 — nowotworowo zmienione komórki śródbłonka; 
RT PCR — reakcja powielania DNA poprzedzona odw rot­
ną transkrypcją; L D 50 — dawka powodująca śmierć 50% 
zwierząt doświadczalnych; CM V — cytomegalowirus; 
ICAM — glikoproteina obecna na powierzchni komórek, 
należy do tzw. adresyn komórkowych, jest odpowiedzialna 
za adhezję komórek (ang. intercellular adhesion molecule); 
PK C  — kinaza białkowa C.

I. Wstęp

Badania nad zastosowaniem syntetycznych oligo­
deoksyrybonukleotydów w terapii chorób now otw o­
rowych oraz chorób wywoływanych przez wirusy 
prowadzone są już od kilkunastu lat. Oligonukleotydy 
komplementarne (lub mówiąc inaczej; antysensowne) 
wobec fragmentów DNA lub RNA mogą z nimi

* Dr, Centrum Badań Molekularnych i M akrom olekular­
nych, Zakład Chemii Bioorganicznej, PAN ul. Sienkiewicza 
112, 90-363 Łódź
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hybrydyzować, hamując ekspresję genów odpowied­
nich białek (tzw. strategia antysensownych oligonuk­
leotydów). Właściwości antysensownych oligonukleo­
tydów oraz ich udział w' regulacji przemian kom ór­
kowych są tematem licznych prac przeglądowych 
[1-6]. W ciągu ostatnich 4-5 lat ukazało się także wiele 
oryginalnych prac potwierdzających skuteczność dzia­
łania tych związków w badaniach in vivo [7-16]. Wciąż 
jednak pewne problemy dotyczące mechanizmu dzia­
łania antysensownych oligonukleotydów oraz moż­
liwości ich zastosowania w terapii wymagają roz­
wiązania. Niektóre z nich zostaną przedstawione w ni­
niejszej pracy.

II. Właściwości antysensownych oligonukleo­
tydów

Zahamowanie biosyntezy białek przez krótkie jed- 
noniciowe fragmenty DNA jest możliwe, jeśli owe 
fragmenty posiadają zdolność wnikania do komórek, 
są oporne na działanie enzymów nukleolitycznych 
oraz mogą hybrydyzować z komplementarnymi frag­
mentami DNA lub mRNA.

Antysensowne oligonukleotydy są oporne na działa­
nie nukleaz tylko wówczas, gdy zawierają elementy 
struktury zmodyfikowane w stosunku do naturalnego 
DNA. Najbardziej bezpieczną wydaje się modyfikacja 
otoczenia atom u fosforu w pozycjach niemostkowych, 
czyli zamiania jednego z dwóch atomów tlenu inter- 
nukleotydowej grupy fosforanowej na atom siarki lub 
grupę metylową [17-20], Tak zmodyfikowane oligo­
nukleotydy są określane, odpowiednio, jako tiofos- 
foranowe będź metanofosfonianowe analogi DNA
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(Rye. 1). Ponieważ nagromadzone dotychczas infor­
macje o działaniu antysensownych oligonukleotydów 
dotyczą przede wszystkim analogów tiofosforano- 
wych, dalsze rozważania zawarte w niniejszym a r­
tykule będą poświęcone właśnie tej klasie analogów.

Oligo(nukleozydotiofosforany) (PS-oligonukleoty- 
dy) zawierające w każdym wiązaniu internukleotydo- 
wym zamiast atomu tlenu atom siarki stanowią tzw. 
antysensowne oligonukleotydy pierwszej generacji. 
Podobnie jak naturalne oligonukleotydy są one polia- 
nionami. Obecność tiofosforanowych funkcji inter- 
nukleotydowych znacznie zwiększa ich oporność na 
działanie nukleaz [ 21-22], a tylko nieznacznie obniża 
zdolność hybrydyzacji z komplementarnymi fragmen­
tami RNA [23]. Mechanizm, dzięki któremu tiofos- 
foranowe oligonukleotydy wnikają do komórek, nie 
został dotychczas dokładnie wyjaśniony [24, 25], 
Niewykluczone, że ich transport do cytoplazmy ułat­
wiają niektóre białka błonowe. Wiele danych świadczy 
o tym, że oligonukleotydy wnikają do komórek na 
drodze endocytozy [1]. Tiofosforanowe oligonukleo­
tydy, podobnie jak naturalne fragmenty DNA, mogą 
hybrydyzować z komplementarnymi fragmentami 
RNA i tworzyć dwuniciowe struktury mRNA-DN A. 
Kompleksy takie są rozpoznawane jako substraty 
przez RNazę H, k tóra degradując związany fragment 
mRNA uniemożliwia jego udział w syntezie odpowied­
nich białek [23], Ponadto  proces translacji może być 
zahamowany ze względu na zawadę przestrzenną, 
której przyczyną są PS-oligonukleotydy związane 
z mRNA [1],

Oligonukleotydy tiofosforanowe mogą również hy­
brydyzować z komplementarnymi fragmentami DNA. 
Odpowiednio zaprojektowana sekwencja oligonukle- 
otydu pozwala na jego trwałe wiązanie się z dwu- 
niciowym DNA i tworzenie trójniciowych form DNA 
(tzw. trypleksów) (ang. triplex DNA).  Teoretycznie, 
takie struktury mogą powodować zahamowanie eks­
presji genów już na poziomie DNA. Obszerne informa­
cje na ten temat można znaleźć w pracach S z k l a r -  
c z y k a  i K w i n k o w s k i e g o  [4 ,26],

Pierwsza chemiczna synteza tiofosforanowych an a ­
logów została przeprowadzona w 1984 r. [17], zaś 
pierwsze próby ich wykorzystania w strategii antysen­
sownych oligonukleotydów datują się od roku 1987 
[27]. Niebagatelne znaczenie ma fakt, iż opracowano 
bardzo efektywne metody chemicznej syntezy PS-oli- 
gonukleotydów. Umożliwiają one otrzymywanie tych 
związków nawet w ilościach kilogramowych. O po ­
stępie prac nad zastosowaniem tiofosforanowych oli­
gonukleotydów w terapii może świadczyć fakt, iż kilka 
z nich jest obecnie przedmiotem badań klinicznych [3].

III. Zasady doboru sekwencji antysensownych 
oligonukleotydów

Warunkiem skuteczności antysensownych oligonu­
kleotydów jest ich zdolność do specyficznego rozpoz­

nawania komplementarnej sekwencji m RNA i hyb­
rydyzacji. Podstawowe znaczenie przy wyborze poten­
cjalnie terapeutycznego PS-oligonukleotydu ma zatem 
zdefiniowanie jego długości i sekwencji zasad. O p ­
tymalna długość oligonukleotydu antysensownego to 
15-25 nukleotydów [28]. Z kolei jego sekwencja zależy 
od sekwencji zasad docelowego fragmentu mRNA. 
Często jest to fragment mRNA, który zawiera kodon 
AUG i od którego rozpoczyna się proces translacji, 
choć czasami może to być inny fragment mRNA, 
nawet w jego części nie kodującej sekwencji białka. 
Ważne jest jednak, aby był to fragment o strukturze 
jednoniciowej [29]. Dostępne obecnie bazy danych 
pozwalają przewidzieć na podstawie sekwencji zasad 
strukturę Il-rzędową odpowiedniego fragmentu 
mRNA. Zazwyczaj wybór optymalnej sekwencji an ­
tysensownego oligonukleotydu wymaga doświadczal­
nego sprawdzenia kilku lub kilkunastu różnych oligo­
nukleotydów komplementarnych wobec określonych 
fragmentów tego samego mRNA.

Takie postępowanie zastosowano poszukując oligo­
nukleotydu skutecznie hamującego biosyntezę inhibi­
tora aktywatorów plazminogenu typu I (PAI-1) [30- 
-32], Spośród trzech oligonukleotydów kom plem en­
tarnych wobec różnych fragmentów mRNA dla PAI-1, 
wybrano do dalszych badań dwa 24-mery (oligonuk­
leotydy 1 i 4 w tabeli 1). Ponieważ 16-mer otrzymany 
po „skróceniu” jednego z tych 24-merów (oznaczony 
jako  6) okazał się 5-krotnie bardziej aktywny w ham o ­
waniu biosyntezy białka PAI-1 niż jego 24-nukleoty- 
dowy prekursor, został on docelowo wybrany do 
badań in vitro oraz in vivo (oligonukleotyd ten będzie 
określany w dalszej części tej pracy jako PS 16H). 
Badania te miały na celu opracowanie metody ham o­
wania aktywności PAI-1, co w konsekwencji może 
doprowadzić do nowego leku o działaniu trombolity- 
cznym [30-32].

Inhibitor aktywatorów plazminogenu jest gliko- 
proteiną o masie 50 kD a syntetyzowaną głównie przez 
komórki śródbłonka oraz komórki wątroby i komórki 
naczyniowe mięśni gładkich. Neutralizuje on czynne 
cząsteczki tkankowego aktywatora plazminogenu 
(t-PA) i aktywatora typu urokinazowego (u-PA) [33]. 
Normalnie PAI-1 występuje we krwi w bardzo małych 
ilościach, ale pod wpływem wielu substancji następuje 
znaczne podwyższenie ekspresji tego białka, co przy­
czynia się do powstania stanów patologicznych. 
Wzrost poziomu PAI-1 obserwowany jest w przypad­
ku zapalenia mięśnia sercowego, zakrzepie czy miaż­
dżycy [33], Oczekiwano, że zahamowanie ekspresji 
białka PAI-1 przez antysensowne oligonukleotydy 
ułatwi efektywną aktywację plazminogenu, co z kolei 
doprowadzi do podwyższonego poziomu plazminy, 
k tóra degraduje niepożądane zakrzepy. Prace nad 
oligonukleotydem PS 16H o aktywności anty- PAI-1 
będą niejednokrotnie cytowane w niniejszym artykule 
dla zilustrowania pewnych problemów związanych ze 
strategią antysensownych oligonukleotydów.
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Tabela 1.
H a m o w a n ie  biosyntezy  b ia łka  PAI-1 przez t io fosforanow e analogi  o l igonu k leo ty d ó w .

O l ig o n u k leo ty d Sekwencja  5’ -► 3’
lokalizac ja  k o d o n ó w  

w m R N A  PAI-1
I C 50

D M ]

1 G A G  G C G  G G G  C A G  C C T  G G T  C A T  G T T 265— 272a 4.0

2 G A G  G C G  G G G  C A G  C C T  G G T  C A T 265— 27 Ia 21.6

3 G C G  G G G  C A G  C C T  G G T  C A T  G T T 266— 272a 16.6

4 G A G  G G C  T G G  A G A  C A T  C T G  C A T  C C T -24— 17b 5.6

5 G  A G A  C A T  C T G  C A T  C C T -21 —  17b 2.0

6 G A G  G G C  T G G  A G A  C A T  C -24— 14b 0.9

7 G C  T G G  A G A  C A T  C T G  CA -22— 15b 4.0

a lokalizacja  w sekwencji kodującej  b ia łko  PAI-1 
b lokalizac ja  w sekwencji p e p ty d u  sygna lnego
K o m ó r k i  ś ró d b ło n k a  żyły pępow inow ej  h o d o w a n o  w obecności  k ażdego  z o l ig o n u k le o ty d ó w  1-7. W ar to ść  w spó łczynn ika  I C 50 p o d a n a  dla 
k ażdego  z tych o l ig o m eró w  oznacz a  w ar tość  stężenia o l ig o n u k leo ty d u  p o w o d u ją c e g o  5 0 % -o w e  z a h a m o w a n ie  b iosyn tezy  b ia łka  PAI-1 przez 
ko m ó rk i .

Długość oraz sekwencja antysensownego oligonuk­
leotydu decydują o termodynamicznej stabilności 
dwuniciowej struktury DNA-mRNA powstającej przy 
udziale oligonukleotydu. Stabilność tę określa się na 
podstawie pomiaru temperatury mięknięcia (Tm) hyb­
rydy utworzonej przez PS-oligonukleotyd oraz kom ­
plementarny wobec niego, syntetyczny oligorybonuk- 
leotyd. Pomiary temperatury mięknięcia są istotnym 
elementem badań nad właściwościami każdej nowej 
klasy antysensownych oligonukleotydów, ponieważ 
niektóre chemiczne modyfikacje oligonukleotydów 
znacznie zmieniają stabilność odpowiednich hybryd 
DNA-RNA. W przypadku PS-oligonukleotydów sta­
bilność owych hybryd jest nieco mniejsza od stabilno­
ści odpowiednich struktur dwuniciowych utworzo­
nych z udziałem naturalnych oligonukleotydów o ta ­
kiej samej sekwencji zasad, jednak w warunkach 
fizjologicznych (temp. 37°C) tworzą one nadal formy 
dwuniciowe (Tab. 2.).

IV. Oporność antysensownych oligonukleoty­
dów na działanie nukleaz

Warunkiem skutecznego działania antysensownych 
oligonukleotydów jest także, jak już wspomniano, ich 
oporność na działanie nukleaz. Choć, generalnie tiofo­
sforanowe analogi są znacznie bardziej stabilne niż ich 
niemodyfikowane prekursory, to jednak nukleazy obe­
cne w osoczu oraz w ekstraktach komórkowych są

Tabela 2.
W artośc i  te m p e ra tu r  mięknięcia  [ °C ]  hybryd  D N A - R N A  u tw o rz o n y c h  z udzia łem  o d p o w ied n ich  o l igonuk leo tydów .

d [ A A G G G C T T C T T C C T T  A] d [A A C G T T G A G G G G C A T ] d [ A G A T G T T T G A G C T C T ]

P O -o l ig o n u k le o ty d 62.0 69.0 59.0

P S -o l ig o n u k leo ty d
(m ieszanina  izom erów ) 52.5 51.0 47.0

izom er  R p 58.0 55.0 52.0

izom er  Sp 49.0 48.0 44.0

P o m ia r  t e m p e ra tu ry  m ięknięcia  p rz e p ro w a d z o n o  w buforze  zaw iera jącym  10 m M  k a k o d y la n  sodu  (pH  7,4), 10 m M  M g C l2, 70 m M  N aC l  
w przedziale  t e m p e r a tu r  5-75cC stosu jąc  2 /¿M stężenie b a d a n e g o  o l ig o n u k le o ty d u  o raz  k o m p le m e n ta rn e g o  w obec niego f ragm en tu  RNA.

zdolne do powolnej hydrolizy tiofosforanowych wią­
zań internukleotydowych. Z tego powodu okres pół- 
trwania tiofosforanów w warunkach in vivo wynosi 
zwykle 12-24 godziny [27]. Co więcej, wiadomo, że 
niektóre nukleazy wykazują stereospecyficzność wobec 
tiofosforanowych analogów oligonukleotydów, tzn. 
degradują tylko jeden typ wiązań internukleotydowych 
— o konfiguracji RP albo o konfiguracji SP [34-37],

Różnice w położeniu atomu siarki w tiofosforano­
wych wiązaniach internukleotydowych o konfiguracji 
Rp albo SP przedstawia rycina 1. Stosowane powszech­
nie chemiczne metody syntezy PS-oligonukleotydów 
dają jako  końcowy produkt mieszaninę diastereoizo- 
merów różniących się położeniem atomu siarki w każ­
dym tiofosforanowym wiązaniu internukleotydowym. 
Najkrótszy fragment DNA — dinukleotyd jest miesza­
niną tylko dwóch izomerów, tzn. izomeru Rp i izomeru 
SP, w cząsteczkach których występują wiązania inter- 
nukleotydowe o konfiguracji, odpowiednio Rp oraz SP. 
W przypadku dłuższych oligonukleotydów zawierają­
cych n wiązań internukleotydowych, produkt syntezy 
jest mieszaniną 2n diastereoizomerów. Zjawisko to jest 
określane jako polidiastereoizomeryzm.

W spom niana wyżej stereospecyficzność niektórych 
nukleaz może mieć poważne konwekwencje ponieważ 
izomery z przewagą wiązań o konfiguracji RP albo SP 
mogą wykazywać w warunkach fizjologicznych zróż­
nicowaną trwałość. Tiofosforanowe wiązania inter- 
nukleotydowe o konfiguracji RP są degradowane przez
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OH

X = S ' : tiofosforan
o konfiguracji Sp Rp

X=CH,: metanofosfonian
o konfiguracji Rp Sp

Ryc. 1. Położenie  a to m u  siarki lub  g ru p y  metylowej w tiofos- 
fo ranow yc h  a lbo  m e ta n o fo s fo n ian o w y ch  w iązan iac h  inter- 
nuk leo ty d o w y ch  o konfiguracji ,  odp o w ied n io .  SP i R P na  
a to m ie  fosforu. P rz yp isan ia  konfiguracji  ab so lu tn y c h  
na  a to m ie  fosforu d o k o n a n o  według reguł C a h n a .  Ingol- 
d a  i P re loga  w opa rc iu  o zasadę  s ta rszeńs tw a  p o d s t a w ­
n ików  [89],  B oznacz a  j e d n ą  z czterech zasad  Ade, G u a .  Cyt 
lub Thy.

tzw. R P_specyficzne nukleazy, takie jak fosfodiesteraza 
z jadu węża oraz endonukleaza z Serratia marcescens 
[34-36], Z kolei SP„specyficzne nukleazy (nukleaza SI 
oraz nukleaza PI) degradują wiązania o konfiguracji 
SP [37].

Polidiastereoizomeryzm PS-oligonukleotydów oraz 
ewentualne skutki stereoselektywnego działania nuk- 
leaz są na ogół niedoceniane. Ostatnie badania wyka­
zały, że antysensowne PS-oligonukleotydy podlegają 
w osoczu jak i wewnątrz komórek działaniu 
R P.specyficznych 3’-egzonukleaz [21-22], Zarówno 
3’-egzonukleaza z osocza, jak i egzonukleaza k o m ór­
kowa degradują tylko tiofosforanowe wiązania inter- 
nukleotydowe o konfiguracji Rp. Dlatego, pomimo 
zmodyfikowania wiązań internukleotydowych przez 
wprowadzenie do każdego z nich atomu siarki, wiąza­
nia o konfiguracji Rp położone na 3’-końcu oligonuk- 
leotydu podlegają stosunkowo szybkiej hydrolizie. 
Skutecznym zabezpieczeniem tiofosforanowego oligo- 
nukleotydu przed działaniem tych enzymów jest w pro­
wadzenie na jego 3’-koniec 1-2 wiazań o konfiguracji
SP [21].

Możliwość syntezy oligonukleotydów tiofosforano- 
wych o z góry zaplanowanej konfiguracji absolutnej na 
atomie fosforu każdego wiązania internukleotydowe- 
go oferuje tzw. metoda oksatiofosforanowa [36-38]. 
Stosując tę metodę (zwaną metodą Steca) zsyntetyzo- 
wano tzw. stereoregularne izomery oligonukleotydu 
PS 16H, tzn. izomer R p zawierający wyłącznie wiąza­
nia o konfiguracji Rp, izomer SP zawierający wyłącznie 
wiązania o konfiguracji SP oraz izomer R P/2SP zawie­
rający obok 13 tiofosforanowych wiązań o konfigura­
cji R P dwa wiązania o konfiguracji SP położone na 
3’-końcu oligonukleotydu.

Spośród pięciu form oligonukleotydu PS 16H izo­
mer Rp/2SP okazał się bardziej aktywny niż izomer Rp, 
a najbardziej aktywny w hamowaniu biosyntezy PA I-1 
izomer SP [31], Można przypuszczać, że tiofosforano-

we wiązania internukleotydowe o konfiguracji Sp 
chroniły izomer S P oraz izomer R P/2Sp przed działa­
niem wewnątrzkomórkowych nukleaz, natomiast izo­
mer R p podlegał częściowej degradacji i dlatego wyka­
zywał niższą aktywność antysensowną w doświad­
czeniach wykonanych na hodowlach komórkowych 
(Ryc. 2). Chociaż izomery PS-oligonukleotydów za­
wierające wyłącznie wiązania internukleotydowe 
o konfiguracji Rp wykazują większe powinowactwo do 
komplementarnego m RNA (wyrażone wyższą wartoś­
cią Tm odpowiednich hybryd) oraz lepiej aktywują 
RNazę H niż izomery Sp [23], to jednak ich podatność 
na działanie Rp specyficznych egzonukleaz może 
powodować obniżenie ich aktywności antysensownej 
w porównaniu z aktywnością, jaką mają izomery SP. 
Nie jest to jednak reguła: badania prowadzone na 
innych liniach komórkowych z udziałem stereoregu- 
larnych oligonukleotydów o innych sekwencjach za­
sad wykazały wyższą aktywność antysensowną izo­
merów R P [39-40],

Należy podkreślić, że chociaż badania prowadzone 
z wykorzystaniem tzw. stereoreguiarnych PS-oligo­
nukleotydów pozwalają lepiej zrozumieć mechanizm 
działania tiofosforanowych oligonukleotydów i prze­
miany, jakim podlegają one w warunkach in vivo, to 
jednak powszechnie stosowane PS-oligonukleotydy są 
mieszaniną wszystkich możliwych diastereoizomerów, 
ponieważ są otrzymywane jako  produkt niestereo- 
specyficznej syntezy, np. metodą amid ofo sfory nową [17],

V. Transport oligonukleotydów przez błony

Chociaż w przypadku kilku antysensownych PS- 
-oligonukleotydów badania weszły już w fazę klinicz­
ną, nadal poszukuje się metod ułatwiania transportu 
tiofosforanów do komórek. Z badań przeprowadzo­
nych przy użyciu naturalnych oraz tiofosforanowych 
oligonukleotydów związanych kowalencyjnie z fluore- 
sceiną wynika, że wchodzą one do komórek i g rom a­
dzą się w cytoplazmie zamknięte w pęcherzykach 
endosomalnych [24, 25]. Nie stwierdzono ich obecno­
ści w jądrach komórkowych. Dla ułatwienia transpor­
tu antysensownych oligonukleotydów przez błony 
komórkowe zaproponow ano modyfikowanie ich cząs­
teczek związkami o charakterze lipofilowym. Zamiast 
fluoresceiny stosuje się np. cholesterol lub alkohole 
z długimi łańcuchami alifatycznymi [42, 43], Tak 
zmodyfikowane oligonukleotydy zastosowano rów­
nież w badaniach nad inhibitorami biosyntezy białka 
PAI-1. Dwa oligonukleotydy antysensowne wobec 
białka PAI-1 (PS 16H oraz jego niemodyfikowany 
prekursor, PO-16H) związano z takimi ligandami jak: 
cholesterol, heptadekanol. borneol i mentol [32], 
Zbadano następnie wpływ tych koniugatów na po ­
ziom białka PAI-1 w hodowlach komórkowych. Wyni­
ki były nieoczekiwane, ponieważ najwyższą aktyw ­
ność w hamowaniu biosyntezy PAI-1 (wyższą w po­
równaniu z oligonukleotydem PS 16H) wykazały
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Ryc. 2. W pływ  izom erów  tio fosforanow ego  o l ig o n u k leo ty d u  PS 16H a n ty s e n so w n e g o  w o b ec  b ia łka  PAI-1 na uw aln ian ie  tego b ia łka  przez 
k o m ó r k i  ś ró d b lo n k a  żyły pępowinowej:  A: K o m ó rk i  i n k u b o w a n o  w obecności  2.5 /iM  o l igon u k leo ty d u  o d p o w ie d n io  przez 4 godz. 
(pełny k w a d ra t  —  ■ )  o raz  24 godz.  (pusty k w a d ra t  —  □ ) .  B: K o m ó r k i  i n k u b o w a n o  w obecności  0.625 //M o l igon u k leo ty d u  przez 24 
godz. „ k o n t ro le"  oznacza ją  k o n t ro ln e  o l igonuk leo tydy  tiofosforanowe.

PO-oligonukleotydy związane z mentolem albo hep- 
tadekanolem. Przyczyny wysokiej aktywności anty- 
sensownej tych oligonukleotydów nie są jeszcze znane, 
ale podjęto szczegółowe badania ich aktywności zaró­
wno w warunkach in vitro jak i in vivo. Zastosowanie 
w tym konkretnym przypadku koniugatów PO-oligo- 
nukleotydów pozwoliłoby zrezygnować z podawania 
ich analogów tiofosforanowych.

Dla ułatwienia transportu antysensownych oligo­
nukleotydów proponowano także ich połączenie z d o ­
datnio naładowanymi cząsteczkami (np. polilizyna) po 
to, aby zneutralizować ujemny ładunek tiofosforano­
wych wiązań internukleotydowych i ułatwić kontakt 
oligonukleotydów z ujemnie naładowaną błoną k o ­
m órkową [43, 44]. Proponowano także podawanie do 
hodowli komórek oligonukleotydów „zamkniętych” 
w liposomach. Z doniesień literaturowych wynika, że 
takie podejście bardzo podwyższa efektywność wnika­
nia oligonukleotydów do komórek, a także w znacz­
nym stopniu chroni je przed działaniem nukleaz [45,
46]. Zwiększenie efektywności transportu oligonuk­
leotydów obserwowano także po podaniu ich do 
hodowli komórek łącznie z lipofektyną, która jest 
mieszaniną dwóch kationowych lipidów: dioleilofos- 
fatydyloetanoloaminy (DO PE) oraz chlorku dioleilok- 
sypropylotrimetyloamonowego (DOTMA) [47], Jed­
nakże powyżej pewnego stężenia (różnego dla różnych 
linii komórkowych) lipofektyną oraz inne kationowe 
lipidy mogą wykazywać efekt cytotoksyczny.

Nie sposób tutaj wymienić wszystkich propozycji 
dotyczących usprawnienia transportu antysensow­
nych oligonukleotydów do komórek. Wyniki badań są 
często niejednoznaczne, ponieważ w pracach nad 
transportem  oligonukleotydów wykorzystuje się różne 
linie komórkowe, różne rodzaje lipidów kationowych

oraz oligonukleotydy o różnej długości i sekwencji 
zasad [3,48]. O  ostatecznych wynikach decyduje także 
rodzaj podłoża do hodowli komórek, gęstość komórek 
w hodowli oraz to, czy komórki rosną w zawiesinie czy 
przytwierdzone do podłoża.

W ostatnich latach zidentyfikowano szereg białek 
błonowych wiążących oligonukleotydy, jednakże ich 
udział w transporcie fragmentów DNA do komórek 
nie został dotychczas udowodniony [49-52]. Interp­
retację wyników eksperymentalnych utrudnia m.in. 
fakt, że PS-oligonukleotydy mogą się wiązać do białek 
surowicy będącej składnikiem podłóż do hodowli 
komórek. G e s e l o w i t z  i N e c k e r s  twierdzą, że 
białko membranowe o masie ok. 75 kDa, obecne na 
powierzchni wielu różnych komórek i wiążące oligo­
nukleotydy, jest w rzeczywistości albuminą pochodzą­
cą z surowicy dodawanej do podłoża [52]. W w arun­
kach eksperymentalnych możliwe jest stosowanie pod­
łoża pozbawionego surowicy i jej białek, ale obecność 
albuminy we krwi może mieć wpływ na wnikanie 
oligonukleotydów do komórek w warunkach in vivo. 
Nie można wykluczyć, że białka o wysokim powino­
wactwie do oligonukleotydów nie tylko nie ułatwiają 
ich transportu  do cytoplazmy, ale wręcz go utrudniają. 
Obecnie trudno jest o jednoznaczne wnioski na temat 
udziału białek w procesie wnikania oligonukleotydów 
do komórek.

VI. Oddziaływania tiofosforanowych oligonu­
kleotydów z białkami

Pojawiające się co najmniej od 8 lat doniesienia na 
temat oddziaływań tiofosforanowych oligonukleoty­
dów z różnymi białkami sprawiły, że zaczęto się 
zastanawiać, do jakiego stopnia biologiczne efekty
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wywoływane przez PS-oligonukleotydy są uw arun­
kowane ich sekwencją i oddziaływaniami z mRNA, 
a w' jakim stopniu zależą od interakcji z białkami? 
Z jakimi białkami wiążą się PS-oligonukleotydy i jaki 
jest ich wpływ na funkcjonowanie tych białek?

Wiadomo, że powinowactwo tiofosforanowych oli­
gonukleotydów do białek jest o 1-3 rzędy wielkości 
wyższe niż powinowactwo oligonukleotydów niemo- 
dyfikowanych [53]. Różnica ta wynika praw dopodob­
nie z faktu, że szybkość dysocjacji kompleksu biał- 
ko-PS-oligonukleotyd jest znacznie niższa niż szyb­
kość dysocjacji kompleksu utworzonego z udziałem 
niemodyfikowanego oligonukleotydu. Inaczej m ó­
wiąc, zarówno P O -jak  i PS-oligonukleotydy wiążą się 
z białkami, ale kompleksy utworzone z udziałem 
PO-oligonukleotydów ulegają bardzo szybkiej dysoc­
jacji [53],

W 1989 r. M a j u m d a r  i ws p .  zwrócili uwagę, że 
tiofosforanowy oligonukleotyd d [(C ps)27C] wiąże się 
z odw rotną transkryptazą wirusa HIV, hamując jej 
aktywność 200-krotnie silniej niż odpowiadający mu 
naturalny oligonukleotyd użyty w tym samym stężeniu 
[54]. O dw rotna transkryptaza jest enzymem uczest­
niczącym w metabolizmie kwasów nukleinowych i z te­
go powodu może wykazywać powinowactwo do zwią­
zków o strukturze oligo- lub polinukleotydów. Jak się 
jednak okazało, PS-oligonukleotydy wiążą się również 
z wieloma białkami, które w normalnych warunkach 
nie rozpoznają kwasów nukleinowych i nie wiążą się 
z nimi. Są to m.in. kwaśny i zasadowy czynnik wzrostu 
fibroblastów (aFGF, bFGF), naskórkowy czynnik 
wzrostu (EGF), czynnik wzrostu pochodzenia płyt­
kowego (PD G F) [55] oraz receptor CD 4 [56], fos- 
folipaza A2 [57] i kinaza białkowa C [58], Tiofos- 
forany tworząc trwałe kompleksy z czynnikami wzros­
tu utrudniają ich wiązanie się z odpowiednimi recep­
torami na powierzchni komórek, co może częściowo 
wyjaśniać obserwację, iż PS-oligonukleotydy o przy­
padkowej sekwencji hamowały w warunkach in vivo 
rozwój czerniaka [59].

Wiązanie się tiofosforanowych oligonukleotydów 
z wymienionymi białkami oraz, być może, z wieloma 
innymi, nie zależy od sekwencji zasad. Uważa się, że 
jest ono spowodowane obecnością w cząsteczce oligo­
nukleotydu znacznej ilości tiofosforanowych wiązań 
internukleotydowych. Aby więc uniknąć trudnych do 
przewidzenia skutków niespecyficznego wiązania się 
tiofosforanowych oligonukleotydów z białkami, za­
proponow ano ostatnio nowy rodzaj antysensownych 
oligonukleotydów [3], W ich cząsteczkach zmodyfiko­
wano siarką tylko kilka terminalnych (od 3’- oraz od 
5’-końca) wiązań internukleotydowych, natomiast śro­
dkowy fragment łańcucha oligonukleotydowego pozo­
stał niezmodyfikowany [3]. Obecność kilku tiofos­
foranowych wiązań chroni oligonukleotyd przed dzia­
łaniem 3’-egzonukleaz, ale nie zwiększa w widoczny 
sposób jego powinowactwa do białek. Trwają próby 
wykorzystania tych oligonukleotydów o tzw. miesza­

nym szkielecie fosforanowocukrowym w strategii an- 
tysensownej.

Ostatnio opisano także inne interesujące analogi 
oligonukleotydów. W ich cząsteczkach występują za­
miast 3'-5’ tiofosforanowych wiązań internukleotydo­
wych, internukleotydowe wiązania tiofosforanowe 2'- 
-5' [60], Oligonukleotydy o takiej strukturze wiążą się 
z komplementarnymi fragmentami RNA, ale utworzo­
ne w ten sposób struktury dwuniciowe nie są sub- 
stratem RNazy H. Co jednak ważniejsze, pomimo 
obecności atomu siarki w każdym wiązaniu internuk- 
leotydowym, (2 -5 ’)-PS-oligonukleotydy nie wiążą się 
trwale z białkami. Zaproponow ano więc stosowanie 
oligonukleotydów tiofosforanowych zawierających na 
swych końcach fragmenty z wiązaniami 2 ’-5’, podczas 
gdy środkowa część łańcucha oligonukleotydowego 
zawiera wiązania internukleotydowe 3 - 5 ’. O ligonuk­
leotydy o takiej strukturze hamowały biosyntezę 5a 
reduktazy steroidowej w komórkach jajowych cho­
mika [60], Przyczyna niskiego powinowactwa (2 -5 ’)- 
-PS-oligonukleotydów do białek jest jeszcze nieznana, 
ale ta nowa klasa antysensownych związków wydaje 
się obiecująca i trwają badania nad jej właściwościami.

Jednakże nie tylko obecność 3 ’-5’ tiofosforanowych 
wiązań internukleotydowych jest przyczyną oddziały­
wań PS-oligonukleotydów z białkami. Ich interakcje 
z białkami mogą być także uwarunkowane obecnością 
określonych sekwencji zasad, takich jak tetramer 
d [G G G G ] lub tetramer d [A G G G ] [53], Pochodzące 
z ostatnich lat wyniki prac nad strukturą Il-rzędową 
kwasów nukleinowych świadczą, że takie sekwencje 
zasad mogą być zaangażowane w tworzenie skruktur 
czteroniciowych zwanych tetrapleksami [61]. W aru n ­
kiem powstawania tych struktur jest obecność tzw. 
tetrad G (ang. G tetrads) utworzonych przez cztery 
reszty deoksyguanozyny należące do czterech róż­
nych cząsteczek oligonukleotydu i stabilizowanych 
wiązaniami wodorowymi typu Hoogsteena (Ryc. 3) 
[62], Możliwość tworzenia takich struktur przez PO- 
oraz PS-oligonukleotydy w warunkach in vivo oraz 
in vitro, a także ich ewentualna rola są przedmio­
tem intensywnych badań [63, 64], Jest to o tyle 
ważne, że antysensowne PS-oligonukleotydy zawiera­
ją dość często w swej strukturze motyw d [G G G G ] lub 
motyw d [A G G G ],  np. będący przedmiotem badań 
klinicznych oligomer antysensowny wobec onkogenu 
c-myb [3],

Obecność tetrameru d [G G G G ] w sekwencji tiofos- 
foranowego oligonukleotydu znacznie zwiększa jego 
powinowactwo do zasadowego czynnika wzrostu fib­
roblastów, do glikoproteiny gp 120 wirusa HIV oraz 
do fosfolipazy A2 [53, 65]. Oligonukleotydy zawierają­
ce tetramer d [G G G G ] wykazują także wysokie powi­
nowactwo do niektórych białek macierzy zewnątrz- 
komórkowej, np. do lamininy oraz fibronektyny 
(IC50 =  100 nM) [66], Białka te, zawierając w swej 
strukturze miejsce wiążące heparynę, wiążą także 
PS-oligonukleotydy pozbawione tego tetrameru
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Ryc. 3. T e t r a d a  G  u tw o rz o n a  przez cztery reszty d e o k s y g u a n o z y n y  

należące  d o  czterech różnych  cząsteczek o l ig o n u k leo ty d u  
i s ta b i l izo w a n a  w iązan iam i w o d o ro w y m i typu  H oogste -  
e n a  [62],

(IC50 =  4 pM), ale różnica wartości współczynnika 
IC 50 świadczy o tym, że obecność fragmentu 
d [G G G G ]  w cząsteczce PS-oligonukleotydu wpływa 
na jego oddziaływania z tymi białkami [68]. Interakcje 
PS-oligonukleotydów z białkami macierzy zewnątrz- 
komórkowej mogą znacznie zmieniać właściwości ko­
mórek. Stwierdzono, że pod wpływem tiofosforano- 
wych oligonukleotydów zachodzą zmiany w procesie 
adhezji komórek do podłoża [67], PS-oligonukleoty- 
dy ham ują wiązanie się lamininy do jej naturalnego 
ligandu, jakim jest siarczan galaktozyloceramidu. 
Z kolei ich oddziaływania z fibronektyną blokują jej 
wiązanie się do odpowiedniego receptora na powierz­
chni komórek [66].

Określona sekwencja zasad antysensownego oligo­
nukleotydu może także wywoływać inne efekty, np. 
tiofosforanowe oligonukleotydy zawierające dinukleo- 
tyd C pG  mają silne działanie immunostymulujące 
[68]. Przy obecnym stanie wiedzy, na podstawie 
analizy sekwencji zasad, nie można przewidzieć wszy­
stkich (także „nie-antysensownych”) efektów biologi­
cznych, jakie może wywołać oligonukleotyd podany 
w dużym stężeniu (10-20 (iM).

Ostatnio pojawia się coraz więcej informacji o wyse­
lekcjonowaniu oligonukleotydów wykazujących z ra ­
cji kształtu swych cząsteczek niezwykle silne powino­
wactwo do określonych białek [69], Często są to 
białka nie związane bliżej z metabolizmem kwasów 
nukleinowych (np. trombina lub selektyny) [70, 71]. 
Oligonukleotydowe ligandy doskonale dopasowane 
do kształtu cząsteczek białka (tzw. aptamery) otrzymy­
wane są metodą selekcji ligandów (ang. systematic 
evolution o f  ligands by exponential enrichment — SE- 
L E X )  [69, 72], Polega ona na izolowaniu z puli 
oligonukleotydów o zróżnicowanej sekwencji niewiel­
kiej frakcji cząsteczek wykazujących podwyższone

powinowactwo do określonego białka (etap selekcji). 
Cząsteczki oligonukleotydów wykazujących najwyż­
sze powinowactwo do białka są poddawane reakcji 
PCR (etap powielania). Otrzymany w wyniku reakcji 
PCR preparat podlega kolejnym reakcjom selekcji 
i powielania. W ten sposób otrzymano m.in. aptamery 
trombiny, selektyn, odwrotnej transkryptazy wirusa 
ptasiej białaczki oraz integrazy wirusa HIV [70-73]. 
Aptamery, jako  związki silnie hamujące aktywność 
wybranych białek mogą mieć w przyszłości znaczenie 
terapeutyczne. Wykorzystując metodę selekcji ligan­
dów można, teoretycznie, wyselekcjonować aptamer 
dla niemal każdego białka [74]. Należy więc uwzględ­
niać taką możliwość, że antysensowny oligonukleotyd 
zastosowany w celu zahamowania biosyntezy okreś­
lonego białka poprzez hybrydyzację z odpowiednim 
mRNA i degradację tegoż RNA, okaże się aptamerem 
dla zupełnie innego białka. W pewnych przypadkach 
aptameryczny efekt działania oligonukleotydu może 
wzmacniać jego działanie antysensowne, ale może też 
powodować zdecydowanie negatywne skutki, szcze­
gólnie przy długotrwałym podawaniu antysensownego 
specyfiku.

Generalnie, trudno jest w sposób zdecydowany 
oddzielić efekt niespecyficznych (niezależnych od sek­
wencji zasad) oddziaływań PS-oligonukleotydów 
z białkami od skutków ich interakcji z RNA deter­
minowanych przez sekwencję zasad tychże oligonuk­
leotydów. Do jakiego stopnia można więc traktować 
PS-oligonukleotydy jako czynniki antysensowne? O d ­
powiedź zawarta w pracy przeglądowej S t e i n a  [53] 
brzmi, że 100%-owy efekt antysensowny (tzn. zależny 
tylko od sekwencji zasad i od interakcji z komplemen­
tarnym RNA) jest mało prawdopodobny, ale wykorzy­
stując stosunkowo krótkie oligonukleotydy (15- 17- 
-mery) w stężeniach poniżej 5 pM (najlepiej poniżej 
1 pM) można zminimalizować skutki wynikające z o d ­
działywań antysensownego oligonukleotydu z mole­
kułami innymi niż komplementarny fragment RNA 
[53]. To zalecenie tłumaczy, dlaczego ważna jest 
optymalizacja transportu oligonukleotydów do kom ó­
rek, dlaczego wciąż poszukuje się analogów oligonuk­
leotydów bardziej specyficznych w swym działaniu, 
a więc bardziej bezpiecznych, niż analogi tiofosforano­
we. Zainteresowanie takimi związkami jak: amidofos- 
foranowe pochodne oligonukleotydów [75], (2-5 ’)-PS 
oligonukleotydy, chimery o mieszanym szkielecie fos- 
foranowo-cukrowym oraz peptydowe analogi oligo­
nukleotydów [47] wynika przede wszystkim z faktu, że 
nie wiążą się one z białkami. Wśród wymienionych 
analogów oligodeoksyrybonukleotydów poszukuje się 
więc kolejnej generacji antysensownych oligonukleo­
tydów.

VII. Badania terapeutycznych właściwości 
antysensownych oligonukleotydów

Wstępną ocenę skuteczności antysensownych oligo-
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nukleotydów umożliwiają badania na liniach kom ór­
kowych. W odniesieniu do oligonukleotydów, których 
zadaniem jest hamowanie replikacji wirusa, ich działa­
nie ocenia się na podstawie spadku liczby komórek 
zainfekowanych wirusem oraz na podstawie stężenia 
odpowiednich antygenów wirusowych obecnych 
w podłożu. W przypadku oligonukleotydów antysen­
sownych wobec określonych komórkowych m RNA 
ocenie podlega poziom odpowiedniego mRNA oraz 
poziom białka kodowanego przez ten RNA. Koniecz­
ne jest także zbadanie ewentualnego efektu cytotok- 
sycznego stosowanych oligonukleotydów. Cytotoksy- 
czne działanie antysensownych oligonukleotydów 
w odniesieniu do komórek prawidłowych wyklucza 
możliwość ich wykorzystania w dalszych badaniach, 
a tym bardziej w terapii oraz może świadczyć o ist­
nieniu dodatkowego, nie-antysensownego mechaniz­
mu ich działania. Od rodzaju stosowanych komórek 
zależy stężenie, przy którym antysensowny oligonuk- 
leotyd wykazuje swą aktywność. W przypadku kom ó­
rek zainfekowanych wirusem zależy ono również od 
tego, czy oligonukleotyd został podany do komórek 
przed czy po zainfekowaniu ich wirusem. Aktywność 
antysensowna oligonukleotydu zależy także od sposo­
bu podawania go do komórek. Mikroiniekcja oligo­
nukleotydu do komórek lub obecność odpowiednich 
lipidowych nośników zwiększają skuteczność działa­
nia oligonukleotydu. Niekiedy jednak zasadność s to­
sowania takich metod jest kwestionowana, ponieważ 
nie zawsze można je stosować w warunkach in vivo.

M odulatorami antysensownej aktywności oligonu­
kleotydów w hodowlach komórkowych są także biał­
ka surowicy, która jest bardzo często składnikiem 
podłoża. Obecne w surowicy albuminy wiążą nie­
specyficznie tiofosforanowe oligonukleotydy, a p o n ad ­
to surowica zawiera 3’-egzonukleazę, k tóra dokonuje 
częściowej ich degradacji. Co prawda, procedura przy­
gotowania surowicy przed dodaniem do podłoża obej­
muje jej 30-minutową inkubację w temp. 65 C, ale nie 
gwarantuje pełnej inaktywacji enzymu. Wysunięto 
sugestie, że nie-antysensowny efekt działania oligo­
nukleotydów może również wynikać z obecności 
w podłożu nukleotydowych produktów ich degradacji 
przez 3’-egzonukleazę [3],

W badaniach nad oligonukleotydami antysensow- 
nymi wobec mRNA białka PAI-1 wykorzystano ludz­
kie komórki śródbłonka żyły pępowinowej (komórki 
HUVEC) oraz zmienione nowotworowo komórki 
śródbłonka (linia EA.hy 926) [30-32]. Efekt działania 
oligonukleotydów badano w zakresie stężeń od 0 do 
2.5 ¡iM poprzez pomiar stopnia zahamowania aktyw­
ności tkankowego aktywatora plazminogenu (t-PA). 
Ponadto  oznaczano poziom m RNA PAI-1, wykorzys­
tując w tym celu metodę powielania DNA otrzym ane­
go w wyniku odwrotnej transkrypcji tegoż mRNA (RT 
PCR). Z komórek H U V EC inkubowanych w podłożu 
zawierającym odpowiednie oligonukleotydy oraz z k o ­
mórek kontrolnych izolowano mRNA, następnie prze­

prowadzono reakcję odwrotnej transkrypcji oraz reak­
cję powielania tak otrzymanego cDNA (PCR). W przy­
padku RNA z komórek traktowanych oligonukleoty- 
dem analiza elektroforetyczna wykazała brak prążka 
odpowiadającego produktowi reakcji PCR, co było 
spowodowane brakiem odpowiedniej matrycy dla od­
wrotnej transkryptazy, tzn. brakiem mRNA białka 
PAI-1. Kontrolny eksperyment przeprowadzony 
w analogiczny sposób dla mRNA dehydrogenazy 
3’-fosforanu aldehydu glicerynowego wykazał obec­
ność oczekiwanego produktu  reakcji PCR. Oznaczało 
to, że poziom mRNA tego enzymu nie zmienił się pod 
wpływem oligonukleotydów antysensownych wobec 
mRNA PAI-1 [32]. Tym samym potwierdzono specy­
ficzność działania tych oligonukleotydów.

We wszystkich eksperymentach z wykorzystaniem 
oligonukleotydu PS 16H, jego stereoregularnych izo­
merów oraz lipofilowych koniugatów stosowano dwa 
oligonukleotydy kontrolne, tzn. PS-oligonukleotydy 
o takiej samej długości, ale o zmienionej sekwencji 
zasad w stosunku do sekwencji oligomeru PS 16H. 
Sekwencja jednego z nich różni się tylko dwoma 
zasadami od sekwencji oligonukleotydu PS 16H, n a to ­
miast sekwencja drugiego jest zupełnie inna, ale p ro ­
centowy udział zasad pozostaje taki sam jak dla 
oligomeru PS 16H. Każdy z tych dwóch oligonuk­
leotydów w minimalnym stopniu hamował biosyntezę 
białka PAI-1, co potwierdziło antysensowny mecha­
nizm działania oligonukleotydu PS 16H. Podobne 
kontrolne oligonukleotydy są stosowane we wszyst­
kich badaniach nad zahamowaniem biosyntezy białka 
przez antysensowne oligonukleotydy [77],

Pozytywne wyniki eksperymentów prowadzonych 
na wybranych liniach komórkowych stanowią za­
zwyczaj przesłankę do rozpoczęcia badań in vivo. 
Badania te umożliwiają przede wszystkim ocenę tera­
peutycznych właściwości PS-oligonukleotydów, ale 
pozwalają także na prześledzenie ich dystrybucji 
w tkankach, metabolizmu, oraz farmakokinetyki [3]. 
Opisano dotychczas wyniki badań prowadzonych na 
myszach [78, 79], szczurach [80-82] i małpach [83, 
84], którym podawano w różny sposób (dożylnie, 
śródskórnie, dootrzewnowo oraz podskórnie) PS-oli­
gonukleotydy o różnej długości i sekwencji. Sposób 
podawania oraz dawka mają wpływ na metabolizm 
oligonukleotydu oraz szybkość wydalania go z o r­
ganizmu. Okazało się, że tiofosforanowe oligonuk­
leotydy wywołują u zwierząt dodatkowe efekty ubocz­
ne, których ze zrozumiałych względów nie obser­
wowano wcześniej w hodowlach komórkowych. C ho­
ciaż PS-oligonukleotydy są dobrze tolerowane przez 
zwierzęta doświadczalne i posiadają wartość L D 50 na 
poziomie 500 mg/kg wagi ciała, to jednak ich podaw a­
nie powoduje u myszy i szczurów wzrost poziomu 
aminotransferaz [85], powiększenie śledziony oraz 
obniżenie liczby płytek krwi. W przypadku małp 
podawanie PS-oligonukleotydów powoduje d o d a tk o ­
we efekty uboczne, nie obserwowane u mniejszych
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zwierząt: zmiany ciśnienia krwi, spadek liczby leuko­
cytów oraz aktywację dopełniacza i wydłużenie czasu 
krzepnięcia krwi [ 86], Badaniom in vivo poddano 
także opisany wcześniej oligonukleotyd PS 16H poda­
jąc go szczurom [31]. Wykorzystano w tym celu 
3 grupy zwierząt. Jednej z nich podano dożylnie 
oligonukleotyd PS 16H, natomiast pozostałym dwóm 
grupom podano oligonukleotydy kontrolne w daw ­
kach 1.5, 3.0 i 5.0 mg na zwierzę. W pobranych 
próbkach krwi zbadano poziom białka PAI-1. O trzy­
mane wyniki potwierdziły wcześniejsze obserwacje, że 
oligonukleotyd PS 16H hamuje biosyntezę białka 
PAI-1 i jest to efekt jego wiązania się z kom plem entar­
nym fragmentem m RNA oraz, prawdopodobnie, de­
gradacji tegoż mRNA. Przeciwzakrzepowe działanie 
oligonukleotydu PS 16H wykazano także podając go 
w dawce 1.5 mg szczurom z wywołaną eksperymental­
nie zakrzepicą tętniczą. U zwierząt, którym podawano 
oligonukleotyd PS 16H, zakrzepy będące skutkiem 
doświadczenia pojawiły się znacznie później niż 
u szczurów, którym podano jeden z dwóch oligonuk- 
leotydów kontrolnych [31].

VIII. Uwagi końcowe

Poszukiwania oligonukleotydowych terapeutyków 
to obecnie przedmiot zainteresowań wielu ośrodków 
naukowych oraz firm biotechnologicznych [3,87], Ze 
względu na różny mechanizm działania, wyróżniono 
cztery klasy potencjalnych leków oligonukleotydo­
wych:
1) oligonukleotydy antysensowne — wiążą się z kom ­

plementarnymi fragmentami RNA, aktywują RNa- 
zę H i w konsekwencji hamują translację;

2) oligonukleotydy antygenowe — wiążą się z dwu- 
niciowym DNA, tworzą struktury trójniciowe i ha ­
mują transkrypcję;

3) oligonukleotydy katalityczne — oligorybonukleo- 
tydy degradujące RNA (syntetyczne rybozymy);

4) aptamery, które wiążą się bezpośrednio z okreś­
lonymi białkami i hamują ich funkcjonowanie.

Oligonukleotydy antygenowe i kataliczne są dotych­
czas tylko przedmiotem badań in vitro. Najkrótszą 
historię (5-7 lat) mają badania nad otrzymywaniem 
i zastosowaniem aptamerów. Natomiast najbardziej 
zaawansowane są badania nad oligonukleotydami 
antysensownymi wobec mRNA. Przynajmniej sześć 
takich oligonukleotydów podlega obecnie badaniom 
klinicznym (Tab. 3) [3, 87], Dwa z nich hamują 
replikację wirusów (cytomegalowirusa oraz wirusa 
HIV). Kolejne oligonukleotydy wykazują aktywność 
antysensowną wobec mRNA kinazy białkowej C oraz 
onkogenów c-myb oraz c-raf. Białkowe produkty tych 
genów są związane z etiologią chorób nowotworowych 
(m.in ostrej i przewlekłej białaczki). W II fazie badań 
klinicznych znajduje się oligonukleotyd, który hamuje 
ekspresję białka ICAM-1 (ang. intracellular adhesion 
molecule) odpowiedzialnego m.in. za adhezję komórek. 
Istnieje szansa, że będzie on stosowany w terapii 
reumatoidalnego zapalenia stawów, łuszczycy, zapale­
nia okrężnicy oraz choroby Crohna [87], Rozpoczęcie 
badań klinicznych z udziałem antysensownych oligo­
nukleotydów jest dowodem istotnego postępu w pra­
cach nad ich zastosowaniem w medycynie. Nadal 
jednak istnieje wiele wątpliwości co do specyficzności 
i skuteczności ich działania. Można oczekiwać, że wiele 
tych wątpliwości uda się wyjaśnić w toku prowadzo­
nych obecnie prac. Niezależnie jednak od ich ostatecz­
nych wyników, już dziś można powiedzieć, że za­
stosowanie antysensownych oligonukleotydów w ba­
daniach biomedycznych znakomicie wzbogaciło naszą 
wiedzę o molekularnych podstawach wielu procesów 
biologicznych.
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Zaakceptowano do druku 2 marca 1998 r.
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Tabela 3.
Stan  b a d a ń  k l in icznych  z zas to so w an iem  t io fosforanow ych  o l ig o n u k leo ty d ó w  [3, 87],

Sekwencja G e n  docelowy Stan  bad ań

G C G  T T T  G C T  C T T  C T T  G C G C M V Faza III

C T C  T C G  C A C  C C A  T C T  C T C  T C C  T T C  T H IV  gag Faza  I II

G C C  C A A  G C T  G G C  A T C  G G T  CA IC A M F aza  II

G T T  C T C  G C T  G G T  G A G  T T T  CA P K C F a z a  1

T A T  G C T  G T G  C C G  G G G  T C T  T C G  G G C c-myb F aza  I

T C C  C G C  C T G  T G A  C A T  G C A  T T c-ra f F aza  I

Ce lem  I fazy b a d a ń  k lin icznych jes t  określenie  f a rm ak o k in e ty k i  leku, jego  toksyczności  o raz  m aksym a lne j  daw k i  to lerow anej  przez pacjenta .  II 
faza b a d a ń  m a  na  celu określenie  efektywności leku (efektu terapeu tycznego)  w s to s u n k u  d o  schorzen ia  w yw ołanego  przez gen docelowy. Celem 
III fazy jest p o r ó w n a n ie  efektywności  b a d a n e g o  p r e p a ra tu  w s to s u n k u  d o  innych, u z n a n y c h  ju ż  leków [88],
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Transportery ABC w komórkach człowieka 

ABC transporters in human cells
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IV. Transportery błon wewnątrzkomórkowych
IV-1. Transportery błon peroksysomów

IV. 1-1. Główny transporter peroksysomalny
(PM P70)

IV.1-2. Białko adrenoleukodystrofii (ALDP) 
IV. 1-3. Białko związane z adrenoleukodystrofią 

(ALDRP)
IV.l-4. Transporter PM P69  

IV-2. Transportery uczestniczące w procesie prezen­
tacji antygenów
IV.2-1. Transportery peptydów antygenowych 

(TAP)
IV-3. Transportery metabolitów?

IV.3-1. Transporter ABC8 
IV-4. Transportery ksenobiotyków?

IV.4-1. Białko związane z opornością na an- 
tracykliny (ARA)

IV-5. Transportery o niejasnej jeszcze funkcji 
IV.5-1. Transporter ABC7
IV.5-2. Transporter EST45597

V. Niektóre kierunki badań transporterów ATP

Contents:
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II. What are ABC transporters?
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111.1-4. Multidrug resistance-associated protein

1 (M RP1)
111.1-5. Multidrug resistance-associated protein

2 (M RP2)
III. 1-6. Multidrug resistance-associated prote­

ins 3-6 (MRP3-6)
111.1-7. Short type of multidrug resistance-as­

sociated protein (SM RP)
III-2. Ion channels, ion channel regulators

111.2-1. Cystic fibrosis transmembrane conduc­
tance regulator (CFTR)

111.2-2. Epithelial basolateral chloride conduc­
tance regulator (EBCR)

111.2-3. Sulfonylurea receptor (SLR)
III-3. Transporters of still unclear functions

111.3-1. ABC1 transporter
111.3-2. ABC2 transporter
111.3-3. ABC3 transporter
111.3-4. ABC-C transporter
III.5-5. Retinal ABC transporter (ABCR)

IV. Transporters of intracellular membranes
IV-1. Transporters of peroxisomal membranes

IV. 1-1. Peroxisomal membrane protein
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IV.1-2. Adrenoleukodvstrophy protein (ALDP)
IV. 1-3. Adrenoleucodvstrophy related protein 

(ALDRP)
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(PM P69)
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V. Some lines of studies of ABC transporters

Wykaz stosowanych skrótów: ABC — kaseta wiążąca ATP 
{ATP-binding cassete); AM — ester acetom etoksym etylowy; 
B C EC F — 2’7’-bis(2-karboksyetylo)-5(6)-karboksyfluores- 
ceina; CoA — koenzym A; M r — względna m asa cząstecz-

* Prof. dr hab., K atedra Biofizyki M olekularnej U niw er­
sytetu Łódzkiego, ul. S. Banacha 12/16 90-237 Łódź; E-mail: 
gbartosz@ biol.uni.lodz.pl lub (dom)gbartosz@  widzew.net

kowa; T N F  -  czynnik martwicy guzów a; VLCFA  — kwasy 
tłuszczowe o bardzo długich łańcuchach.

I. Wprowadzenie

Istotny nurt badań błon komórkowych dotyczy 
obecnie struktury, właściwości i funkcji biologicz­
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nych szczególnej grupy białek błonowych — transpor­
terów ABC.

Lektura nawet najnowszych dostępnych na polskim 
rynku księgarskim podręczników biochemii czy bio­
fizyki pozostawia wrażenie, że pierwotny aktywny 
transport polega na przemieszczaniu przez błony ko­
mórkowe, kosztem hydrolizy ATP przez pompy jo n o ­
we, małych jonów  nieorganicznych. Mogą to być jony 
takie jak N a + i K + (które przenosi pompa sodowo- 
-potasowa) czy C a 2+ (które transportuje pompa wap­
niowa); przezbłonowy gradient stężenia tych jonów 
może dopiero napędzać transport metabolitów do 
komórki. Taki obraz aktywnego transportu jest p raw ­
dziwy, ale o tyle nieaktualny, że fragmentaryczny. 
Badania ostatnich lat wykazały, że krąg substratów 
pierwotnie aktywnego transportu jest znacznie szerszy. 
Obejmuje on m.in. fosfolipidy będące substratami 
flipaz1 ale przede wszystkim wiele metabolitów pobie­
ranych przez bakterie ze środowiska i szereg ksenobio- 
tyków aktywnie eksportowanych z komórek eukario­
tycznych. Nowym substratom aktywnego transportu 
odpowiadają nowe aktywne transportery; analiza ich 
struktury sprawiła, że zgrupowano je w dużą nad- 
rodzinę białek określaną mianem nadrodziny trans­
porterów zawierających domenę wiążącą ATP (ang. 
ATP Binding Cassette) czyli transporterów ABC. W to ­
ku badań okazało się, że transportery ABC są bardzo 
heterogenne funkcjonalnie; tylko niektóre białka z tej 
rodziny pełnią funkcję aktywnych transporterów, inne 
prawdopodobnie funkcjonują jako kanały jonowe lub 
regulatory kanałów, zaś funkcje jeszcze innych oczeku­
ją na wyjaśnienie.

II. Co to są transportery ABC?

Obecnie znana jest sekwencja kilkuset białek zali­
czanych do nadrodziny białek ABC występujących 
zarówno u prokariontów  jak i u eukariontów. O ile 
transportery ABC prokariontów są złożone z kilku 
osobno syntetyzowanych podjednostek, białka te wy­
stępują w kom órkach eukariontów jako pojedyncze 
łańcuchy polipeptydowe zawierające zawsze pewne 
elementy strukturalne [1]. Jednym z nich jest właśnie 
domena (kaseta) wiążąca ATP, w skład której wchodzą 
m.in. charakterystyczne elementy sekwencji określane 
jako  motywy Walkera A i B oraz region podpisu 
(signature region) zwany niekiedy motywem Walkera 
C [2] (Ryc. 1). Drugim elementem struktury transpor­
terów ABC jest rejon przezbłonowy, w skład którego 
wchodzą odcinki przebijające dwuwarstwę lipidową 
błony. Początkowo wydawało się, że odcinków takich 
musi być sześć; nowsze dane sugerują możliwe wyjątki 
od tej reguły. Transportery ABC zawierające jedną 
domenę wiążącą ATP i jeden rejon przezbłonowy 
(„hemitransportery”) występują w błonach wewnętrz-

1 Ł. P u ł a s k i :  Flipazy — białka transportu jące fosfolipidy. 
Post. Bioch 41 (1995) 131-138

nych komórek eukariotycznych. W błonie plazmatycz- 
nej tych komórek obecne są natomiast transportery 
ABC, których cząsteczki są dwukrotnie większe i za­
wierają dwie domeny wiążące ATP i dwa rejony 
przezbłonowe (Ryc. 2). Niewątpliwie powstały one 
drogą duplikacji czyli fuzji genów hemitransporterów 
ABC. Wskazuje na to homologia sekwencji obu „połó­
wek”. Wydaje się, że „pełne” transportery ABC działa­
ją jako  monomery, natomiast hemitransportery ak ­
tywne są jako homo- czy (raczej) heterodimery (znane 
są przykłady funkcjonowania homodimerów hemi­
transporterów ABC w kom órkach bakterii, jednak 
w komórkach ssaków, jak dotychczas, znamy jedynie 
przykłady funkcjonalnych heterodimerów). Ogólnie, 
podobieństwo sekwencji pomiędzy różnymi transpor­
terami ABC jest niskie (z wyjątkiem rejonów wiążą­
cych ATP). Wydaje się, że wiele kombinacji reszt 
aminokwasowych o odpowiedniej hydrofobowości 
może wytworzyć wystarczająco podobne regiony przez­
błonowe transporterów, konserwatyzm sekwencji tych 
regionów nie był więc ewolucyjnie konieczny.

Transportery ABC pełnią różnorodne funkcje. 
W kom órkach bakterii transportery ABC uczestniczą 
w pobieraniu substancji odżywczych występujących 
w małych stężeniach w otoczeniu (cukrów, am ino­
kwasów, jonów metali i witamin) i w eksporcie białek 
(hemolizyny A i kolicyny V z komórek Escherichia coli, 
proteaz z komórek Erwinia, cyklolizyny z komórek 
Bordetella pertussis) [3]. Transporter STE6 eksportuje 
feromon płciowy a z komórek Saccharomyces cereui- 
siae [4], W komórkach eukariotycznych nie znalezio­
no transporterów ABC, które byłyby zaangażowane

Procaryota 

mmm mmmmm hly
Eucaryota

■ TAR 
MDR1

D C  XXXXXGKSdi O--, 

>ĆX ;,DaoG O C%  

C o  LSGGQKQRIAIAR Cr

T c  RXXXXXXXhhhhD

Motyw Walkera A 

Region podpisu 

Motyw Walkera B

Ryc. 1. W k o m ó r k a c h  p ro k a r io ty czn y c h  t r a n sp o r te ry  A B C  w y ­
stępu ją  w postac i  kilku o d rę b n y c h  p o d jednos te k ,  w k o m ó r ­
k ach  eukar io ty czn y ch  w postaci  je d n e g o  d ługiego łań cu ch a  
po l ipep tydow ego .  „Pełne",  pow sta łe  w skutek  dup likacji  
genu  t r a n sp o r te ry  A B C  obecne są w w e w n ą t r z k o m ó r k o ­
wych b ło n ach  p lazm atycznyc h  k o m ó re k  eu k ar io tycznych  
(np. b ia łko  M D R 1) ,  a „p o łó w k o w e ” (h em itransporte ry )  
w b łonach  w e w n ą t r z k o m ó rk o w y c h  (np. TAP). H e m it ra n -  
sp o r te r  zaw iera  j e d n ą  d o m e n ę  wiążącą  A T P  (czerwona) 
i re jon  p rzezb łonow y. W skład  d o m e n y  wiążącej  A T P  
w chodzą :  sekwencje W a lk e ra  A i B o raz  region podpisu ;  
h —  a m in o k w a s  hydrofobow y.
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w pobieranie metabolitów z otoczenia, natomiast 
uwagę badaczy skupiają głównie transportery aktyw ­
nie transportujące substancje (przeważnie ksenobioty- 
ki) na zewnątrz komórek: glikoproteina P i białko 
związane z opornością wielolekową (MRP) [5].

Całkowicie zsekwencjonowany genom drożdży S. 
cerevisiae zawiera 29 genów odpowiadających trans­
porterom  ABC [6]. Należy przypuszczać, że genom 
człowieka zawiera ich znacznie więcej. Dotychczas 
w kom órkach człowieka zidentyfikowano geny co 
najmniej 34 takich transporterów [7] (Tab. 1); należy 
oczekiwać postępującego wydłużania się tej listy.

III. Transportery błon plazmatycznych ko­
mórek człowieka

III.-l. Eksportery ksenobiotyków i fosfolipidów

III.l-l. Glikoproteina P — białko oporności wie- 
lolekowej (MDR1)2

M r 170000

W ielkość  cząsteczki 1280 reszt a m in o k w a s o w y c h

Iden tyczność  sekwencji p o m ię ­
dzy o b iem a  p o łó w k a m i  cząs te­
czki

4 3 %  [9]

W y k a z u je  największe p o d o ­
b ieńs tw o  do:

p ro V  Salm onella  typh im urium  
( t ra n s p o r te r  glicyny, b e ta in y  iL- 
-proliny), P M  D l  (czynnik  o p o ­
rności na  lep tom ycynę  B) 
Schizosaccharom yces pom be

Już w końcu lat 60-tych zaobserwowano, że ko­
mórki oporne na daunorubicynę gromadzą mniej tego 
leku niż komórki, które są na niego wrażliwe [55], 
W błonie plazmatycznej komórek opornych na kol- 
chicynę wykryto potem znacznie wyższą zawartość 
glikoproteiny, k tóra — jak sądzono — zmniejsza 
przepuszczalność błony dla tej substancji (i innych 
związków cytotoksycznych) [56]. Białko to nazwano 
glikoproteiną P, od pierwszej litery słowa permeability 
(przepuszczalność). Następne badania wykazały 
wzmożoną ekspresję glikoproteiny P w błonach komó-

2 P atrz  też B. G r z e l a k o w s k a - S z t a b e r t :  O porność
wielolekową kom órek nowotworowych. Post Bioch 35: 513-
-541 (1989)

Ryc. 2. G łó w n e  typy s t ru k tu r a ln e  t r a n s p o r te ró w  A B C  obecnych  
w k o m ó rk a c h  człowieka. K o lo r  czerw ony  —  d o m e n a  
w iążąca  A T P; k o lo r  niebieski — d o m e n a  regu la to row a .

rek nowotworowych wykazujących szerokie spektrum 
oporności na wiele leków przeciwnowotworowych
0 różnorodnej strukturze (oporność wielolekową) 
[57], Dla przykładu, kom órka neuroblastomatycznej 
linii BE(2)-C oporna na aktynomycynę D zawiera 
około 2,1 106 cząsteczek glikoproteiny P, podczas gdy 
kom órka linii wyjściowej około 5,4'104 cząsteczek tego 
białka [58],

Glikoproteina P występuje również w normalnych 
komórkach niektórych typów, głównie na apikalnych 
powierzchniach komórek tkanek pełniących funkcje 
wydzielnicze (kora nadnerczy, jelito, nabłonek kanali­
ków proksymalnych nerek). Niższym poziomem eks­
presji tego białka cechują się komórki śródbłonka 
kapilar mózgu i jąder, łożyska, płuc, prostaty i żołądka, 
nabłonka pęcherza moczowego, komórki N K  CD-56 + , 
komórki macierzyste szpiku kostnego C D 3 4 4, cyto- 
toksyczne komórki T C D 8 + i chondrocyty [8, 11, 59],

Glikoproteina P aktywnie eksportuje z komórek 
ksenobiotyki, wśród nich leki. Jej początkowo hipo­
tetyczną funkcję transportow ą potwierdziły doświad­
czenia, w których wykazano zależne od ATP grom a­
dzenie substratów w wynicowanych pęcherzykach
1 proteoliposomach zawierających rekonstytuowaną 
glikoproteinę P [60], Białko wykazuje aktywność 
ATP-azową, stymulowaną przez transportowe sub- 
straty [61-63]. Glikoproteina P może zużywać nawet 
12% całej puli ATP w komórkach, w których zachodzi 
jej silna nadekspresja [64], W przeciwieństwie do 
ATPaz typu P, w cyklu aktywności białka nie pow­
staje ufosforylowany intermediat [65]. Mimo to, orto- 
-wanadan silnie hamuje aktywność transportową 
i ATP-azową glikoproteiny P [65]. Obie domeny 
wiążące ATP wydają się być niezbędne dla funkcji 
białka, choć podział ich ról w procesie transportu nie 
jest jasny [8]. Glikozylacja nie ma wpływu na funkcję 
glikoproteiny P [10, 66]. Część doniesień wskazuje na 
możliwość regulacji aktywności glikoproteiny P przez 
kinazy białkowe, zwłaszcza kinazę białkową C-ot [67, 
68], choć ta kwestia wciąż budzi kontrowersje [69],

Szereg obserwacji sugeruje, że glikoproteina P ak ­
tywuje kanał chlorkowy w błonie plazmatycznej uczes­
tniczący w regulacji objętości komórki [70-72] (po­
czątkowo przypisywano nawet samej glikoproteinie 
P funkcję kanału chlorkowego [73, 74]).

Współczesna wizja mechanizmów obrony komórki 
przed ksenobiotykami obejmuje nie tylko modyfikację
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Tabela 1.
T ranspor te ry  A B C  k o m ó re k  człowieka.

N a z w a N a z w a  angielska Skrót
Loka l iz ac ja

c h r o m o s o m a ln a
genu

F u n k c ja
P o d s t a ­
w owe

o d nośn ik i

G l ik o p ro te in a  P P g lycopro te in M D R 1 7 q 2 1.1 E k sp o r t  k s e n o b io ty k ó w [8-11]

G l ik o p ro te in a  P  M D R 3 M D R 3  P-g lycopro te in M D R 3 7 q 2 1-22 T ra n s p o r t  fosfa tydylocholiny [12-14]

S ios tra  g l iko p ro te in y  P Sister of  P  g lycoprote in S P G P 7 [15]

Bia łko 1 zw iązane  z o p o r n o ś ­
cią w ie lo lekow ą

M u l t id ru g
Resistance-assoc ia ted  
P ro te in  1
(Multispecif ic O rg an ic  
Anion  T ran s p o r te r )

M R P 1
(M O A T )

16p 13.13-13.12 E k sp o r t  k o n iu g a tó w  k se n o ­
b io tyków

[16, 17]

Bia łko 2 zw iązane  z o p o r n o ś ­
cią w ie lo lekow ą

M u l t id ru g
Resistance-assoc ia ted  
P ro te in  2 (canalicular  
Multispecific O rg a n ic  Anion  
T ran s p o r te r )

M R P 2
(c M P R .
c M O A T )

10q24 E k sp o r t  k o n iu g a tó w  k se n o ­
b io tyków

[18-22]

Bia łka  3-6 zw iązane  z o p o r ­
nośc ią  w ie lo lekow ą

M u lt id ru g
Resistance-assoc ia ted  
P ro te in s  3-6

M R P 3
M R P 4
M R P 5
M R P 6

17
13
3

16P13.11

[23]

K ró tk i  typ  b ia łka  zw iązanego  
z o p o rn o śc ią  w ie lo lekow ą

Short  type of
M u l t id ru g  Resistance P ro te in

S M R P 3q27 [24]

Białko m ukow iscydozy Cystic F ib ros is  
T ra n s m e m b ra n e  
C o n d u c ta n c e  R e gu la to r

C F R T 7 q 3 1 K a n a ł  ch lo rk o w y [25-28]

N a b ło n k o w y  regu la to r  p rze­
n ik an ia  ch lo rk ó w

Epithelial Basola tera l  
C h lo r ide  C o n d u c ta n c e  
Regu la to r

EB C R Resorpcja  C l ” ? [29]

R ecep to r  su lfony lom oczni-  
ków

Sulfonylurea Recep to r SU R 1 l p l  5.1 U dzia ł  w regulacji  uw aln ian ia  
insuliny z k o m ó re k  p trzuszki

[30-32]

T ra n s p o r t e r  ABC1 ABC1 t r a n sp o r te r ABC1 9q22-31 Sekrecja  białek nie p o s ia d a ją ­
cych sekwencji sygnalnej? 
U dzia ł  w u su w an iu  ciałek 
a pop tycznych?  K a n a ł  c h lo r ­
kowy?

[33-36]

T ra n s p o r t e r  ABC2 A BC 2 t ra n sp o r te r A B C 2 9q34 7 [35]

T ra n s p o r t e r  ABC3 A BC 3 t ra n sp o r te r ABC3 16p 13.3 7 [35]

T ra n s p o r t e r  A B C -C A B C -C  t ra n sp o r te r A B C -C 16p 13.3 E k sp o r t  k se nob io tyków ? [37, 38]

S ia tk ó w k o w y  t ra n s p o r te r  
A B C

Retina-specific ABC 
t ra n sp o r te r

A B C R l p l 3 - p 2 1 T ra n s p o r t  (kw asów  t łuszczo­
wych? w itam iny  E?) do  k o m ó ­
rek s ia tków ki

[39]

G łó w n y  t r a n s p o r te r  peroksy-  
so m a ln y

7 0 -k D a  Perox isom al  
M e m b ra n e  P ro te in

P M P 7 0 1 T ra n s p o r t  białek lub m e ta b o ­
litów d o  p e ro k sy s o m ó w

[40, 41]

Białko
ad re no leukodys t ro f i i

A d re no leucodys trophy
P ro te in

A L D P Xq28 T ra n s p o r t  b iałek lub m e ta b o ­
li tów d o  p e ro k sy s o m ó w

[42, 43]

Białko  zw iąza ne  z a d reno leu -  
kodys t ro f ią

A dren o leu co d y s tro p h y  
Rela ted  P ro te in

A L D R P 12 q 11 - q 12 T ra n s p o r t  b iałek lub  m e ta b o ­
li tów d o  p e ro k sy s o m ó w

[44, 45]

T ra n s p o r t e r  P M P 6 9 P uta t ive  P erox isom al  
M e m b ra n e  P ro te in

P M P 6 9 14q24.3 T ra n s p o r t  białek lub  m e ta b o ­
li tów d o  p e ro k sy s o m ó w

[46]
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Tabela 1 c.d.

N a z w a N a z w a  angie lska Skró t
L okal izac ja

c h r o m o s o m a ln a
genu

F u n k c ja
P o d s t a ­
w owe

o d n o śn ik i

T ra n s p o r te ry  pep ty d ó w  a n ty ­
genowych

T ra n s p o r te r s  of  Antigenic  
Pep t ides

T A P I  
(R IN G 4 ,  
P S F 1 ) 
T A P 2  
( R I N G I  1, 
PSF2)

6 p 2 1.3 T ra n s p o r t  p ep tydów  a n ty g e ­
now ych  do  świa tła  sia teczki  
ś ródp lazm a tyczne j

[47-50]

T ra n s p o r te r  A BC 7 A B C 7 t r a n sp o r te r A B C 7 Xq 12-q 13 T ra n s p o r t  jonów ' metali  cięż­
kich?

T ra n s p o r te r  ABC8 ABC 8 t ra n s p o r r te r ABC 8 21q22.2-q22.3 T ra n s p o r t  t ry p to fa n u  lub gu- 
an iny  (?)

[51, 52]

T ra n s p o r te r  EST45597 EST45597 E ST 45597 2 T ra n s p o r t  j o n ó w  metali  cięż­
kich

[7, 53]

Białko zw iązane  z o p o rn o śc ią  
na  an t racyk l iny

A nthracycl ine
resis tance-associa ted  protein

A R A T ra n s p o r t  k se n o b io ty k ó w ? [54]

ksenobiotyku i jego koniugację z glutationem, gluku- 
ronianem lub siarczanem lecz także usuwanie z kom ó­
rki ksenobiotyku w formie zmodyfikowanej lub nie- 
zmodyfikowanej) [75]. Glikoproteina P jest białkiem 
realizującym ten drugi mechanizm obrony (Ryc. 3). Jej 
nadekspresja stanowi jedną z głównych przyczyn nie­
powodzeń chemioterapii nowotworów [76]. N iewątp­
liwie musi pełnić jakieś funkcje fizjologiczne w norm al­
nych komórkach, które nie są jednak jasne (z wyjąt­
kiem uczestnictwa w barierach przepuszczalności typu 
bariery krew-mózg [77, 78] i krew-mocz [79]). Sugero­
wano udział tego transportera w transporcie steroidów 
[80] i cząsteczek białkowych nie mających sekwencji 
sygnalnej takich jak TN F-a , granzyny i perforyny [81]. 
Myszy transgeniczne pozbawione glikoproteiny P m a­
ją  osłabioną barierę krew-mózg lecz nie stwierdzono 
u nich żadnych zaburzeń fizjologicznych [82, 83]. 
Wynik ten niekoniecznie wyklucza fizjologiczne role 
glikoproteiny P; być może jej funkcja jest częściowo 
dublowana przez funkcje innych transporterów. W y­
soką ekspresję glikoproteiny P stwierdzono w chond- 
rocytach znajdujących się w rejonach szkieletu ulega­
jących mineralizacji [84], Wysoka ekspresja glikop­
roteiny P w nabłonku pęcherza moczowego może 
chronić ten narząd przed karcynogenami wydalanymi 
w moczu [85].

Najbardziej intrygującą właściwością glikoproteiny 
P jest jej zdolność do transportu bardzo różnorodnych 
związków hydrofobowych, których cząsteczki nie m a­
ją ładunku elektrycznego lub są naładowane dodatnio 
(Tab. 2) [9, 75]. Klasyczne transportery cechują się

Ryc. 3. Dwie g łów ne drog i  o b ro n y  k o m ó re k  zwierzęcych przed 
kseno b io ty k a m i ,  d la  k tó rych  p ro p o n u ję  o b ra z o w e  nazwy. 
D ro g a  „k a f tana  bezp ieczeństw a"  obe jm uje  w s tępną  m odyf i­
kację k se n ob io tyku ,  np. hydroksy lac ję  ( s tad ium  I), sp rzęga ­
nie z a n io n em  o rg an iczn y m  (s tad ium  II) i t r a n s p o r t  na  
z ew ną trz  k o m ó rk i  ( s tad ium  III). D ro g a  „ n a ty ch m ias to w eg o  
w yrzucen ia  za d rzw i” o g ran icza  się do  ak ty w n e g o  w y p o m ­
p o w a n ia  k se n o b io ty k u  z ko m ó rk i .  W g  [75], zmodyf.

znacznie większą specyficznością. Postulowano kilka 
hipotez mechanizmu działania glikoproteiny P (Ryc. 
4). Pierwsza z nich zakłada, że białko to działa jako 
pompa podobna do znanych pomp jonowych [9]; na 
jej gruncie trudno wytłumaczyć brak specyficzności 
transportera. Inne hipotezy postulują, że glikoproteina 
P działa jak flipaza (przerzucając hydrofobowe, roz­
puszczone w błonie substancje z cytoplazmatycznej 
połówki dwuwarstwy lipidowej błony do połówki 
ekstracytoplazmatycznej, skąd mogą dyfundować do 
przestrzeni pozakomórkowej) [ 86] bądź jako „od­
kurzacz molekularny”, wysysający z dwuwarstwy lipi­
dowej błony ksenobiotyki i usuwający je na zewnątrz 
komórki [26]. Kolejna koncepcja oparta jest na d a ­
nych świadcząc o aktywowaniu przez glikoproteinę 
P kanału chlorkowego i o podwyższaniu pH cytoplaz- 
my komórek wykazujących nadekspresję tego białka. 
Zakłada ona, że glikoproteina P wcale nie jest aktyw ­
nym transporterem, a zmniejszenie w ewnątrzkom ór­
kowych stężeń ksenobiotyków w następstwie jej obec­
ności w błonie wynika ze zmiany wewnątrzkom ór­
kowego pH i potencjału błonowego [87], wpływają­
cych na podział tych substancji między wnętrze ko-
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Tabela 2.
N iek tó re  sub s t ra ty  g l ikopro te iny  P.

A d r iam y cy n a  [9] W in b la s ty n a  [9]

D a u n o r u b ic y n a  [9] W in k ry s ty n a  [9]

I d a ru b ic y n a  [9] W in o re lb in a  [91]

M i to k s a n t ro n  [9] A m z a k ry n a  [91]

A k ty n o m y c y n a  D  [9] E m e ty n a  [9 ]

M i to m y c y n a  C  [9] E ty d y n a  [9]

W a l in o m y c y n a  [9]  [92] G ra m ic y d y n a  D [9]

T r im e tre k sa t  [91] VP-16 (etopozyd)  [9]

T o p o te k a n  [91] M i t r a m y c y n a  [91]

R o d a m in a  123 [93] H oechs t  33342 [93]

F u ra -2 -A M  ( in d y k a to r  C a 2 + ) 
[93, 94]

F lu o -3 -A M  ( in d y k a to r  C a 2 + ) 
[93, 95]

T r ip e p ty d  N-acety lo- leucylo-  
- leucy lo-nor leucyna  [96]

C y k lo s p o ry n a  [96]

Enkefaliny  [96] Iw erm e k ty n a  [63]

B C E C F -A M  (in d y k a to r  pH) 
[93]

D iO C ,(3 )  ( in d y k a to r  po tencja łu  
b łonow ego)  [93]

T ak so l  [9] T e tra feny lofosfon ium  ( in d y k a to r  
p o tenc ja łu  b łonow ego)  [97, 98]

T r i f e n y l o m e t y l o f o s f o n i u m  
( in d y k a to r  po tenc ja łu  b ło n o ­
wego) [97]

Difeny lod im ety lofosfon ium  (in­
d y k a to r  p o tenc ja łu  b łonow ego)  
[97]

Indo-1 A M  ( in d y k a to r  C a 2 + ) 
[94, 95]

T e t ra p e p ty d  N-acety lo- leucylo-  
- leucy lo-nor leucyna  [99]

K or ty zo l  [100, 101] A ldos te ron  [100]

D e k s a m e ta z o n  [100] E ry t ro m y c y n a  [102]

R ifam pycyna  [103] Q u in -2 /A M  [94]

C h in in a  [61] Pak l i takse l  [104]

P u ro m y c y n a  [104] E ty d y n a  [104]

T o p o te k a n  [104] C holes tero l?  [80]

" mTc-ses tam ib i  [105, 106]

mórki i środowisko pozakomórkowe [88-90].
Dla eksperymentatora ciekawa lecz niepokojąca 

może być zdolność glikoproteiny P do eksportu związ­
ków stosowanych jako  indykatory pH, potencjału 
błonowego czy poziomu wewnątrzkomórkowego Ca + 
(Tab. 2). Może to rodzić artefakty w przypadkach 
porównywania odpowiednich wielkości w komórkach 
wykazujących nadekspresję glikoproteiny P i nie wy­
kazujących nadekspresji tego białka mimo stosowania 
standardowych metod i standardowych warunków 
pomiaru.

Inną interesującą osobliwością glikoproteiny P, róż­
niącą ją  od większości białek błonowych, wydaje się

ATP ADP

ATP ADP

Ryc. 4. Różne koncepc je  m ech an izm u  dz ia łan ia  g l ikop ro te iny  P: 
b ia łko  to  dzia ła  p o d o b n ie  j a k  znane  p o m p y  jo n o w e  (A), 
działa  j a k o  flipaza (B) czy o d k u rz a c z  m o le k u la rn y  (C) bądź  
też sa m o  w ogóle nie t r a n sp o r tu je  k se n ob io tyków , lecz 
zm ienia  ich stężenie w k o m ó rc e  poprzez  wpływ na  we­
w n ą t r z k o m ó rk o w e  pH  i po tencja ł  b łonow y  (D).

być powinowactwo do domen błonowych o wyższej 
sztywności [107], Zwiększenie płynności błony ham u­
je aktywność transportera [108].

III. 1-2. Glikoproteina P — MDR3 ( = MDR2)

M r 170000

W y kazu je  na jw yższą  iden tycz­
ność sekwencji z:

b iałk iem M D R 1  (76%)

Tkankow a ekspresja tego białka jest bardziej ogra­
niczona w stosunku do glikoproteiny P. Najwyższą 
jego zawartością cechuje się wątroba, znacznie niższą 
nadnercza, serce, mięśnie szkieletowe, śledziona i mig- 
dałki [109]. Białko to, o sekwencji bardzo (jak na 
transportery ABC) podobnej do sekwencji gliko­
proteiny P czyli białka wielolekowej MDR1 i okreś­
lane jako  produkt genu M DR3 (MDR2), nie ma nic 
wspólnego z opornością na leki. Początkowo jego 
funkcja pozostawała zagadką. Potem okazało się, że 
działa ono jako translokaza fosfatydylocholiny, co jest 
szczególnie istotne w kanalikularnych regionach błon 
hepatocytów, umożliwiając wydzielanie tego lipidu 
w żółci [12, 13, 110], N iedobór białka wywołuje jedną 
z postaci rodzinnej postępującej wewnątrzwątrobowej 
cholestazy [111]. Filipazowa aktywność białka M DR3 
sugeruje, że również mechanizm działania glikoprote­
iny P może być analogiczny.

III. 1-3. Siostra glikoproteiny P (SPGP)

W ykazu je  na jw yższą  iden tycz­
ność sekwencji z:

b iałk iem M D R 1  (sk lonow any  
f ragment:  61% )

W wątrobie świni i innych ssaków stwierdzono 
obecność białka podobnego do glikoproteiny P na­
zwanego siostrą glikoproteiny P. Jego ekspresja jest 
ograniczona do wątroby. Funkcja białka czeka na 
wyjaśnienie [15].

P O S T Ę P Y  B I O C H E M I I  44(2), 1998 141http://rcin.org.pl



III. 1.4. Białko 1 związane z opornością wieło- 
łekową (MPRP1)3

Komórki niektórych linii cechujące się oporność 
wielolekową nie przejawiają nadekspresji glikoprotei- 
ny P. W komórkach jednej z takich linii (drobno- 
komórkowej linii nowotworu płuca H69AR opornej 
na doksorubicynę) zidentyfikowano inny transporter 
ABC, będący również pom pą ksenobiotyków [7, 112]. 
Transporter ten nazwano białkiem związanym z opor­
nością wielolekową (MRP); obecnie białko to jest 
określane jako MRP1. Białko 1 związane z opornością 
wielolekową występuje powszechnie w komórkach 
wszystkich badanych tkanek, w tym m.in. w eryt­
rocytach [113]. Nadekspresja MRP1 powoduje, podo­
bnie jak nadekspresja glikoproteiny P, oporność ko ­
mórek na szereg leków stosowanych w terapii nowo­
tworów (m.in. antracykliny, winkrystynę i etopozyd), 
a także (w przeciwieństwie do glikoproteiny P) na 
oksoaniony niektórych metali ciężkich (arsenu i an ­
tymonu) [114]. Stopień identyczności sekwencji 
MRP1 z glikoproteiną P jest niski (15%) i odmienny 
wydaje się też być mechanizm działania obu białek. 
Stwierdzono, że MRP1 jest „pompą S-koniugatów 
glutationu” [75] transportując S-koniugaty glutationu 
i hydrofobowych ksenobiotyków [115-117] oraz utle­
niony glutation (disulfid glutationu) [118]. Substrata- 
mi MRP1 są także siarczany i glukuroniany ksenobio­
tyków [119] [ 120], białko realizuje więc wszechstron­
nie końcowe komórkowe stadium detoksykacji kseno­
biotyków w schemacie „kaftana bezpieczeństwa” (Ryc. 
3). Największe podobieństwo sekwencji wiąże MRP1 
z czynnikiem kadmowym 1 drożdży (Yeast Cadmium 
Factor, YCF1), białkiem transportującym S-koniugaty 
glutationu w komórkach Saccharomyces cerevisiae 
[ 121] i czynnikiem oporności na oligomycynę (Yeast 
Oligomycin Resistance, YOR1), transporterem również 
podejrzewanym o transport S-koniugatów glutationu 
w tych komórkach [ 122].

Sugerowano, że MRP1 eksportuje antracykliny i in­
ne leki przeciwnowotworowe w formie koniugatów 
z glutationem [117, 123]. Tworzenia takich koniuga­
tów nie udało się jednak wykazać [120]. Być może 
ksenobiotyki są transportowane w formie nietrwałych 
niekowalencyjnych kompleksów z glutationem lub 
przenoszone na zasadzie symportu z glutationem [117, 
124] (Ryc. 5), kwestia ta ciągle oczekuje rozstrzyg­
nięcia. MRP1 transportuje S-koniugat glutationu 
i mykotoksyny aflatoksyny B 1? powstający w wyniku

3 P atrz też: G. B a r t o s z :  M RP: Nowy transporter wielo- 
lekowy. K osm os  46: 129-136 (1997)

metabolicznego utlenienia toksyny do epoksydów 
i sprzężenia 8,9-epoksydów aflatoksyny z glutationem. 
Białko transportuje również, choć znacznie mniej 
wydajnie, nieskoniugowaną aflatoksynę; szybkość te­
go transportu znacznie wzrasta w obecności glutationu 
[125], Transport antracyklin przez MRP1 ulega zna­
cznej stymulacji po dodaniu glutationu, a jego szyb­
kość spada w następstwie obniżenia stężenia glutatio­
nu w kom órkach [126]. Znane są wprawdzie substraty 
MRP1 (np. kalceina), których transport na pewno nie 
zależy od glutationu [127), są to jednak duże aniony 
organiczne, które mogą zajmować oba hipotetyczne 
miejsca wiążące w cząsteczce MRP1 (glutationowe 
i hydrofobowe; Ryc. 5). Głównym fizjologicznym sub- 
stratem MRP1 wydaje się być leukotrien C 4, S-koniu- 
gat leukotrienu A4 i glutationu, mediator zapalenia 
[75]. Myszy transgeniczne pozbawione MRP1 gorzej 
odpowiadają na bodźce zapalne [128]. Oczyszczone 
białko wykazuje aktywność ATPazową stymulowaną 
przez związki będące substratami transportu  [129], 

S truktura cząsteczki MRP1 była przedmiotem ko n ­
trowersji. Sugerowano, że odbiega ona od kanonu 
strukturalnego transporterów ABC: 6A6A (N-koniec- 
-6 segmentów przezbłonowych-domena wiążąca ATP- 
-6 segmentów przezbłonowych-domena wiążąca ATP- 
-C-koniec) i odpowiada modelowi: 8A4A [112]. N ow ­
sza interpretacja profilu hydrofobowości cząsteczki 
zakłada, że może on odpowiadać klasycznemu sche­
matowi 6A6A z dodatkowym  rejonem transbłonowym 
na N-końcu cząsteczki (czyli 66A6A; Ryc. 2)) [130] 
[131]. Podobnie jak w przypadku glikoproteiny P, 
glikozylacja nie wpływa na funkcje MRP1 [16]. In­
hibitory kinazy białkowej C wydają się natomiast 
hamować aktywność MRP1 [132],

Ekspresja MRP1 w komórkach nowotworowych 
również często narasta w trakcie chemioterapii i to 
często przy niższych stężeniach leków niż w przypadku 
glikoproteiny P [133].

III. 1-5. Białko 2 związane z opornością wielo­
lekową (MRP2)

M r 190000

W ielkość  cząsteczki 1541 reszt a m in o k w a s o w y c h

W ykazu je  na jw yższą  iden tycz­
ność  sekwencji z:

M R P 1  (48%), YCF1 (42%)

W wątrobie i nerkach występuje transporter M R P2 
podobny do M RP1, dawniej określany również jako 
kanalikularny wielospecyficzny transporter anionów 
organicznych (canalicular Multispeciific Organie Anion 
Transporter, cM O A T [21]. W wątrobie jest on zlokali­
zowany w regionach kanalikularnych błon hepatocy- 
tów i odpowiada za transport do żółci ksenobiotyków 
w formie koniugatów z kwasem glukuronowym i glu­
tationem, a także dianionowych kwasów tłuszczowych 
i utlenionego glutationu [22], Prawdopodobnie eks-

M r 190000

W ielkość  cząsteczki 1531 reszt a m in o k w a so w y c h

W ykazu je  na jwyższą  iden tycz­
ność  sekwencji z:

YCF1 (43%), YOR 1 (33%), 
S U R  (29%)
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Ryc. 5. R óżne  koncepc je  m e c h a n iz m u  dz ia łan ia  M R P 1 .  M o ż n a  
przypuszczać  (A), że b ia łko  to  (p o d o b n ie  jak  S-trans-  
ferazy g lu ta t ionow e)  m a  dw a  m iejsca  wiążące,  o d d z ia łu ­
jące  z g lu ta t io n e m  (G) i z h y d ro fo b o w ą  resztą  k senobio-  
ty k u  (H). Białko t r a n sp o r tu je  S -k o n iu g a ty  g lu ta t io n u  (B) 
i m oże  t r a n s p o r to w a ć  n ies tab ilne  kom p lek sy  k s e n o b io ­
ty k ó w  z g lu ta t io n em  (C). Być m oże  działa  też na  z asa ­
dzie sy m p o r tu  p rzenosząc  k s e n o b io ty k i  razem  z g lu ta t io ­
n em  (D).

portuje również do żółci kompleksy niektórych metali 
(zwłaszcza kadmu) z glutationem [134], natomiast nie 
transportuje kwasów żółciowych, które są monoanio- 
nami [135], W porównaniu z MRP1, M RP2 cechuje 
się większym powinowactwem do glukuronidów 
[136], Skutkiem mutacji prowadzących do braku 
ekspresji tego transportera jest zespół Dubina-John- 
sona, cechujący się podwyższoną zawartością glukuro- 
nianu bilirubiny w osoczu krwi i ciemnym (czarnym 
lub fioletowym) zabarwieniem wątroby [137], Znane 
są dwie linie szczurów z analogicznym defektem [19- 
-21], W nerkach białko to występuje w apikalnych 
regionach komórek nabłonkowych kanalików pro- 
ksymalnych; jego funkcją jest wydalanie koniugatów 
ksenobiotyków z krwi do moczu [138],

III. 1-6. Białka 3-6 związane z opornością wielo­
lekową (MRP3-6)

Białko %  identyczności  sekwencji 124 C -k o ń co w y ch  
reszt z M R P 1

M R P 3 75

M R P 4 60

M R P 5 55

M R P 6 58

Poszukiwania genów pokrewnych genom MRP1 
doprowadziły do identyfikacji trzech nowych genów 
i odpowiadających im białek (MRP3-5). Najbardziej 
rozpowszechnione jest M RP5, którego ekspresję wy­
kryto we wszystkich badanych tkankach, choć była 
ona na ogół niższa w porównaniu z MRP1. Najwyższą 
zawartość tego białka stwierdzono w mięśniach szkie­
letowych i w mózgu. Najwięcej M RP3 znaleziono 
w wątrobie, dwunastnicy, jelicie grubym i w nadner­
czach. Poziom ekspresji M R P4  jest ogólnie niższy, 
wykryto je tylko w niektórych tkankach (płuca, nerki, 
pęcherz moczowy, pęcherzyk żółciowy, migdałki).

M R P 6 jest białkiem złożonym z 1401 reszt amino- 
kwasowych, wykazującym 45% identyczności sekwen­

cji z M RP1. Region 3’ genu M R P 6 jest prawie 
identyczny z genem kodującym hemitransporter ARA 
[54], który jest być może wariantem spłajsingowym 
M R P 6. Wydaje się, że białka M R P3-M R P6 mogą 
przyczyniać się do oporności wielolekowej i że mogą 
być eksporterami koniugatów ksenobiotyków [23].

III. 1-7. Typ krótki białka związanego z oporno­
ścią wielolekową (SMRP)

W ielkość  cząsteczki 946 reszt a m in o k w a s o w y c h

W y kazu je  na jw yższą  iden tycz­
ność sekwencji z:

YCF1 (40%)

W opornej na cisplatynę linii komórek niedrob- 
nokomórkowego raka płuc (PC-14/CDDP) zidentyfi­
kowano krótszy homolog białka związanego z op o r­
nością wielolekową (Short type ofMultidruy Resistance 
Protein, SMRP). Białko zawiera dwie domeny wiążące 
ATP i prawdopodobnie jest również pompą S-koniu- 
gatów glutationu. Cząsteczka SM RP ma 6 hydro­
fobowych regionów przezbłonowych pomiędzy obie­
ma domenami wiążącymi ATP, lecz nie zawiera 12 
N-końcowych regionów przezbłonowych dla M RP. 
Wysoką ekspresję białka stwierdzono w sercu, mózgu, 
jądrach i leukocytach krwi obwodowej [24],

III-2. Kanały jonowe, regulatory kanałów

III. 2-1. Białko mukowiscydozy (CFTR)4

W ielkość  cząsteczki 1480 reszt  a m in o k w a s o w y c h

W yk azu je  na jwyższą  iden tycz­
ność sekwencji z:

YCF1 (35%)

Mutacje genu kodującego to białko prowadzą do

4 Patrz też: J . Ba l :  M olekularne podłoże mukowiscydozy. 
Post. Bioch  37: 153 (1991); J. T y r a k o w s k i :  Budow a 
i zaburzona funkcja kanału  chlorkowego C FTR-biochem i- 
czna analiza mukowiscydozy. Post. Bioch. 39: (1993).

Glutation

ATP
• m
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mukowiscydozy [27]. Transporter zlokalizowany 
w apikalnych regionach komórek cechuje się bardzo 
długim (241 reszt aminokwasowych) rejonem łączą­
cym, określanym jako domena regulatorowa (Ryc. 2) 
Białko to działa jako kanał chlorkowy o niskim 
przewodnictwie (5-8 pS), regulowany przez cA M P 
i A TP [25, 26, 28]. Otwarcie kanału wymaga fos­
forylacji domeny regulatorowej białka (R) przez kinazę 
białkową A. Hydroliza ATP przez jedną z domen 
wiążących ATP (N) jest konieczna do otwarcia kanału, 
podczas gdy wiązanie ATP do drugiego centrum 
wiążącego (C) stabilizuje kanał w stanie otwartym, 
a jego hydroliza prowadzi do zamknięcia kanału 
[139-141]. Fosforylacja przez kinazę białkową C jest 
również konieczna dla aktywacji kanału [142], W myśl 
innej koncepcji sam C FTR  nie jest kanałem, lecz 
reguluje aktywność kanału chlorkowego bądź też 
kanałów kationowych [143], Podobieństwo CFTR do 
innych transporterów ABC zaangażowanych w aktyw­
ny transport substratów organicznych skłaniało wielu 
badaczy do przypuszczeń, że również C FTR  aktywnie 
transportuje jakieś substancje [144], w szczególności 
mucynę [145] bądź ATP [146, 147], Jedna z hipotez 
zakłada, że ATP eksportowany przez C FTR (i inne 
transportery ABC) aktywuje kanały chlorkowe (w 
czym mogą pośredniczyć receptory purynoergiczne) 
[148]. Takiego transportu ATP przez C FTR nie udało 
się jednak bezspornie wykazać [149]. Sugerowano 
również, że CFTR reguluje procesy egzo- i endocytozy, 
m.in. że jest konieczne dla zakwaszenia endosomów 
[143, 150],

III. 2-2. Nabłonkowy regulator przenikania chlor­
ków (EBCR)

M r 175 000

W ie lkość  cząsteczki 1564 reszty a m in o k w a so w e

W y k a z u je  najw yższą  iden tycz­
n o ść  sekwencji z:

M R  PI (49%), C F T R  (29%)

Białko to występuje w rejonach podstawno-bocz- 
nych komórek nabłonkowych segmentów nefronów 
zaangażowanych w resorpcję zwrotną chlorków, ale 
również jelita cienkiego i hepatocytów. W przeciwień­
stwie do CFTR nie ma domeny regulatorowej i kon- 
sensowej sekwencji substratowej dla kinazy białkowej 
A. Zaproponowany model topologiczny zakłada stru­
kturę białka 8A4A. Nie jest jasne, czy białko samo jest 
kanałem chlorkowym czy też reguluje aktywność 
innego kanału [29], Inna praca identyfikuje jednak 
EBCR z białkiem M RP2 [151]; być więc może od-

Ryc. 6. K a n a ł  po tasow y ,  k tó reg o  częścią jes t  S U R ,  reguluje w y­
dzielanie insuliny w k o m ó rk a c h  (3 trzustk i .  Inhib ic ja  k a n a łu  
dz ia łan iem  s u lfony lom oczn ików  p ro w a d z i  d o  depo la ryzac j i  
b łony,  co ak tyw uje  k a n a ł  w a p n io w y  um ożl iw ia jąc  nap ływ  
C a 2+ d o  k o m ó rk i  i s tym ulu je  egzocytozę.

krywając EBCR poznano jedynie nową funkcję znane­
go już innego transportera ABC.

III. 2-3. Receptor sulfonylomoczników (SUR)

M r 140 000— 170000

Lokal izac ja  genu C h ro m o s o m  11 p 15.1

Wydaje się, że SUR jest podjednostką kanału pota­
sowego regulowanego przez ATP obecnego w błonie 
plazmatycznej komórek (3 trzustki. Kanał ten kont­
roluje uwalnianie insuliny. Białko SUR jest kodowane 
przez gen zlokalizowany obok genu kodującego drugą 
podjednostkę kanału (białko K ]R6.2). Wartość po ten­
cjału spoczynkowego komórek (3 jest zbliżona do 
wartości odpowiadającej potencjałowi równowagi jo ­
nów K + (około -70 mV); podwyższenie stężenia gluko­
zy indukuje zamknięcie kanału, depolaryzację błony 
plazmatycznej i otwarcie kanałów wapniowych. 
Wzrost wewnątrzkomórkowego stężenia C a 2" jest 
sygnałem do uwalniania insuliny drogą egzocytozy 
(Ryc. 6). Mutacje SUR prowadzą do hiperinsulinemi- 
cznej hipoglikemii niemowlęcej, choroby występującej 
zazwyczaj rzadko (średnio 1 przypadek na 50 000 
osób), lecz częstej w niektórych populacjach arabskich 
(1 przypadek na 2 500 osób). Choroba przejawia się 
atakami ostrej hipoglikemii w kilka godzin po uro­
dzeniu i czasami wymaga częściowej pankreatomii 
[30-32],

SUR wykazuje wysokie powinowactwo do sulfony- 
lowych pochodnych mocznika, stosowanych w lecze­
niu cukrzycy insulinoniezależnej; w tym przypadku

Ca"

C a
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blokowanie czynności kanału potasowego przez te 
związki jest korzystne, bowiem stymuluje uwalnianie 
insuliny i obniżenie stężenia glukozy we krwi [30]. 
Wydaje się, że struktura białka odpowiada modelowi 
8A4A lub 9A4A [31].

III-3. Transportery o niejasnej jeszcze funkcji

III. 3-1. Transporter ABC1

M r 230000

W ykazu je  w y s o k ą  identyczność  
sekwencji z:

p ro d u k te m  genu  ced-7 C aenor­
habditis elegans

Mysi odpowiednik transportera ABC1 człowieka 
występuje w embrionach szczególnie obficie w rejo­
nach, w których zachodzi intensywna apoptoza. Blo­
kowanie aktywności transportera przez przeciwciała 
upośledza fagocytozę makrofagów. Gen ABC1 wyka­
zuje homologię sekwencji do genu ced-7 nicienia 
Caenorhabditis elegans. U tra ta  funkcji genu ced-7 
upośledza usuwanie komórek ulegających apoptozie 
[152]. Być może transporter ten odgrywa więc rolę 
w usuwaniu ciałek apoptycznych [34], Ekspresja 
ABC1 w oocytach Xenopus laevis wywołuje pojawienie 
się w błonach tych komórek funkcji transportera 
anionów, zależnej od cA M P i hamowanej przez sul- 
fonylomoczniki [33], Leki hamujące funkcję transpor­
tową ABC1 hamują również wydzielanie interleukiny 
1 (3 z monocytów i makrofagów, co sugeruje, że ABC1 
może być odpowiedzialny za sekrecję białek nie posia­
dających sekwencji sygnalnej [36].

III. 3-2. Transporter ABC2

M r 230000

W ykazu je  na jw yższą  iden tyczność  sekwencji z: ABC1

Ulega ekspresji głównie w mózgu; jego funkcja jest 
nieznana [35].

T ransporter ten wykazuje najwyższą identyczność 
sekwencji z transporterami ABC1 i ABC2. Być może 
temu podobieństwu struktury odpowiada pokrewna 
funkcja, na razie czeka ona jednak na wyjaśnienie. Gen 
kodujący białko ABC3 znajduje się w sąsiedztwie genu, 
którego mutacje prowadzą do wielotorbielowej choro­
by nerki typu 1 (PKD1). Najwyższą jego ekspresję 
stwierdzono w płucach [37],

III. 3-4. Transporter ABC-C

Wielkość 1704 reszty am in o k w a s o w e

M a s a  cząs teczkow a 191,36 k D a

W y kazu je  na jw yższą  iden tycz­
ność  sekwencji z:

ABC1 (myszy: 40% )

Gen kodujący ten transporter został wyizolowany 
z komórek C grasicy. Gen ten znajduje się w pobliżu 
genu MRP1; na tej podstawie sugerowano, że być 
może również rolą transportera ABC-C jest eksport 
ksenobiotyków. Najwyższą ekspresję transportera 
stwierdzono w płucach; stosunkowo wysoką także 
w mózgu, trzustce i mięśniach [38].

III. 3-5. Siatkówkowy transporter ABC (ABCR)

M r 240 000

Wielkość cząsteczki 2310 reszt a m in o k w a s o w y c h  
[153]

W ykazu je  na jw yższą  iden tycz­
ność  sekwencji z:

ABC1 (49%  identyczności  sek­
wencji) [153]

Mutacje tego białka prowadzą do choroby Stargar- 
dta — dziedzicznej recesywnej dystrofii plamki żółtej 
i zaniku widzenia centralnego u dzieci lub podobnej 
choroby siatkówki fundus flavimaculatus. Białko 
ABCR jest identyczne z białkiem obrzeża (rim protein) 
zlokalizowanego na obrzeżach zewnętrznych segmen­
tów pręcików, o którym wiadomo, że ulega fosforylacji 
po naświetleniu komórek fotoreceptorowych [153]. 
Nie wiadomo, jaką  funkcję pełni ono w siatkówce; 
przypuszczalnie transportuje jakieś cząsteczki do lub 
na zewnątrz komórek fotoreceptorowych [39]. W myśl 
innej sugestii ABCR moduluje poziom jonów C a2 + 
w zewnętrznych segmentach pręcików [153].

IV. Transportery błon wewnątrzkomórkowych

IV-1. Transportery błon peroksysomów

IV. 1-1. Główny transporter peroksysomalny 
(PMP70)

M r 70000

W ielkość  cząsteczki 659 reszt a m in o k w a s o w y c h

M a s a  cząs teczkow a 75,314 k D a

W ykazu je  na jwyższą  iden tycz­
ność sekwencji z:

t r a n s p o r te ra m i  bakterii: HisP, 
M a lK ,  O p p D ,  PstB; g l ikopro-  
te iną P [4 0 ]

Białko to jest jednym z głównych białek błon 
peroksysomów. Mutacje genu kodującego to białko 
prowadzą do zespołu Zellwegera, wrodzonego defektu

III. 3-3. Transporter ABC3

W yk azu je  najw yższą  identyczność ABC1, A B C 2 [37]
sekwencji z:
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tworzenia peroksysomów. Być może PM P70 bierze 
udział w imporcie białek do peroksysomów; w myśl 
innej koncepcji jest aktywnym transporterem acylo- 
-CoA [40, 41].

IV. 1-2. Białko adrenoleukodystrofii (ALDP)

M r 7 0000

W ielkość  cząsteczki 745 reszt  am in o k w a so w y c h

W y kazu je  na jw yższą  iden tycz­
ność  sekwencji z:

P M P 7 0  (39%)

Mutacje genu kodującego to białko prowadzą do 
adrenoleukodystrofii (w dzieciństwie) lub adrenomie- 
loneuropatii (u dorosłych), charakteryzujących się za­
burzonym utlenianiem kwasów tłuszczowych o bardzo 
długich łańcuchach (ang. very long chain fa t ty  acids 
-  VLCFA, zwłaszcza kwasu heksakozanowego C26:0) 
w peroksysomach i akumulacją tych kwasów. N a 
poziomie tkankowym skutkiem niedoboru A L D P jest 
demielinacja ośrodkowego układu nerwowego i niedo­
czynność nadnerczy [154], Prawdopodobnie A L D P 
bierzez udział w transporcie do peroksysomów, nie 
wiadomo jednak, co transportuje; być może synteza ta 
VLCFA-CoA. Uważa się, że A L D P może tworzyć 
funkcjonalny dimer z PM P70 [42, 43].

Fibroblasty pochodzące od osób z adrenoleukodys- 
trofią nie są w stanie utleniać VLCFA, jednak zdolność 
tę przywraca transfekcja genami A L D P lub PM P70 
[155]. Nie obserwowano jednak ścisłej korelacji po­
między występowaniem mRNA dla A L D P i PM P70 
w różnych regionach mózgu szczura podczas rozwoju 
zarodkowego [156], a i heterogenność objawów klini­
cznych braku A L D P sugerowała, że być może inne 
białka ABC oprócz PM P70 o A L D P mogą tworzyć 
funkcjonalne heterodimery pełniące istotne funkcje 
transportowe w błonach peroksysomów. Białka takie 
rzeczywiście zostały znalezione (IV. 1-3 —  IV. 1-4).

To białko błon peroksysomów występujące przede 
wszystkim w mózgu i mięśniu sercowym, także w płu­
cach, macicy, wątrobie, łożysku, grasicy, jelicie gru­
bym, leukocytach lecz nie w fibroblastach może być 
partnerem A D L P w tworzeniu funkcjonalnego dime- 
ru. Wydaje się, że poziom jego ekspresji może modyfi­
kować kliniczny obraz adrenoleukodystrofii [44, 157].

IV. 1-4. Transporter PM P69

W ielkość  cząsteczki 606 reszt  a m in o k w a s o w y c h

M a sa  cząs teczkow a 68,6 k D a

W yk azu je  na jwyższą  iden tycz­
ność  sekwencji z:

G e n e m  n r  1418480 C aenorhab- 
ditis elegans  (38%); P M P  70 
(28%), A L D P  (26%)

Białko to ulega ekspresji w wielu tkankach. P raw ­
dopodobnie również ono może być partnerem  hetero- 
dimeryzacyjnym A LD P lub P M P70  [46],

IV-2. Transportery uczestniczące w procesie pre­
zentacji antygenów

IV. 2-1. Transportery peptydów antygenowskich 
(TAP)

W ielkość  cząsteczki T A P1:  808 reszt a m in o k w a s o ­
wych [49]
T A P2:  686 reszt  a m in o k w a s o ­
wych [50]

M a sy  cząs teczkow e 75 k D a  (T A P I) ,  74 k D a  (TAP2) 
[158. 159]

W y k azu ją  najwyższą  iden tycz­
ność  sekwencji z;

T ra n s p o r t e r a m i  M D L 2  S. cere- 
visiae  (36% ) i C V A B  E. coli 
(35%)

Cząsteczki głównych antygenów zgodności tkan ­
kowej klasy I (MHCI) prezentują antygeny peptydowe 
tworzone w wyniku degradacji części syntetyzowanych 
w komórce białek. Proces ten ma charakter kon­
stytutywny i umożliwia kom órkom  T C D 8 + elimina­
cję komórek, w których zachodzi synteza nieprawi­
dłowych białek (np. komórek zakażonych wirusami). 
Wiązanie peptydów antygenowych do cząsteczek 
M H C I ma miejsce w siateczce śródplazmatycznej, 
natomiast peptydy powstają w wyniku proteolizy 
zachodzącej w cytoplazmie. Konieczny więc jest ich 
transport do siateczki śródplazmatycznej, co jest 
udziałem TA P [160] (Ryc. 7). Transportery  te zlokali­
zowane są w siateczce śródplazmatycznej i aparacie 
Golgiego. Dwa transportery TAP1 i TAP2 funk­
cjonują prawdopodobnie w formie heterodimerów. 
O ba występują w postaci kilku form allelicznych 
(TAP1 w czterech, a TAP2 w ośmiu) [161]. T ranspor­
tują peptydy o długości 7-20 reszt aminokwasowych, 
choć mają największe powinowactwo do 8-14-pep- 
tydów [162]. Specyficzność TAP względem sekwencji 
peptydów jest cechą gatunkową; białka TA P człowie­
ka cechuje mała wybiórczość [47], N iedobór TAP 
prowadzi do poważnego upośledzenia odporności, 
jednym z jego następstw jest „zespół nagich lim­
focytów” charakteryzujący się brakiem cząsteczek 
M H C I na powierzchni komórek. Biosyntezę TAP 
indukuje interferon y [163]. 88-aminokwasowe białko 
ICP47, którego biosyntezę wymusza wirus opryszczki

IV. 1-3. Białko związane z adrenoleukodystrofią 
(ALDRP)

W ielkość  cząsteczki 740 reszt am in o k w a s o w y c h

M a s a  cząs teczkow a 83,300 k D a

W y k azu je  najw yższą  iden tycz­
ność  sekwencji z:

A L D P  (A L D R  myszy: 6 6 %  
identyczności  z A L D P )
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Ryc. 7. F u n k c ja  b ia łek  T A P.  T A P  przenoszą  d o  sia teczki ś ródplaz-  
matycznej  (SŚ) p ep tydy  pow sta jące  w skutek  t raw ien ia  białek 
przez p ro teo so m y .  W  świetle s iateczki śródp lazm atyczne j  
pep tydy  ulegają  dalszej ob róbce ,  a n as tępn ie  są przy łączane  
do  cząs teczek  g łów nego  an ty g en u  zgodności  tkankow ej  
(M H C )  klasy  I i w tej formie p rzenosz one  na  powierzchnię  
k o m órk i;  H —  łańcuch  ciężki M H C ;  M —  P2-m ikro-  
g lobulina.

ma wysokie powinowactwo do białek TAP i wiążąc się 
z nimi hamuje ich funkcję. Strategia ta ułatwia wiruso­
wi rozprzestrzenianie się w organizmie gospodarza 
[164, 165],

Stwierdzono, że istnieje związek pomiędzy wzorem 
polimorfizmu TA P i zapadalnością na niektóre choro­
by takie jak choroba Gravesa [166], trąd i gruźlica 
[167]. Ostatnio zwrócono uwagę na nadekspresję TAP 
w kom órkach niektórych linii nowotworowych wyka­
zujących oporność wielolekową [168]. Czyżby trans­
portery te mogły przyczyniać się do zjawiska oporno­
ści wielolekowej?

IY-3. Transportery metabolitów?

kami transportującymi prekursory barwników Droso- 
phila, szczególnie z transporterem White. Jego obec­
ność stwierdzono w mózgu, grasicy, płucach, nadner­
czach, śledzionie i makrofagach, lecz nie w wątrobie, 
nerkach, sercu i fibroblastach [51]. Funkcja transpor­
tera pozostaje zagadką, wydaje się jednak, że podobnie 
jak  jego homolog White muszki owocowej może uczes­
tniczyć w transporcie tryptofanu lub guaniny [52],

Transporter ABC8 ma odmienną od większości 
transporterów ABC strukturę: domena wiążąca ATP 
umiejscowiona jest w cząsteczce tego hemitransportera 
N-terminalnie w stosunku do regionu transbłonowego 
(struktura A6; Ryc. 2). Podobnie zbudowane są trzy 
hemitransportery prekursorów barwników wzroko­
wych D. melanogaster i transportery SNQ2 i PDR5 S. 
cerevisiae [51].

IY-4. Transportery ksenobiotyków? 

IY.4-1. Białko związane z opornością na antracy- 
kliny (ARA)

Gen kodujący to białko zidentyfikowano w linii 
komórek białaczkowych (CCRF-CEM/E1000) wyka­
zujących oporność wielolekową. Białko to wykazuje 
największe podobieństwo sekwencji do C-końcowej 
części MRP1, jednak w przeciwieństwie do M R P  jest 
hemitransporterem, o masie cząsteczkowej 49,5 kD a 
w formie nieglikozylowanej; cząsteczka zawiera jedno 
potencjalne miejsce glikozylacji [54],

IY-5. Transportery o niejasnej jeszcze funkcji

IY. 5-1. Transporter ABC7

W ielkość  cząsteczki 629 reszt a m in o k w a s ó w

W y kazu je  na jw yższą  iden tycz­
ność sekwencji z:

H T M  1 Schizosaccharom yces  
pom be
A TM  1 Saccharom yces cerevi­
siaeIY. 3-1. Transporter ABC8

M r 72000  [52]

W ielkość  cząsteczki 638 reszt a m in o k w a s o w y c h  
[51]

W yk azu je  na jw yższą  iden tycz ­
ność  sekwencji z;

t r a n s p o r te re m  W hi te  muszki 
D rosophila  (34%) [52]

Oczy muszek owocowych Drosophila zawierają dwa 
rodzaje barwników: brązowe ommochromy, których 
prekursorem jest 3-hydroksykinurenina i czerwone lub 
żółte pterydyny, powstające z GTP. Prekursory tych 
barwników są transportow ane przez białka ABC (Whi­
te, Brown i Scarlet), które mają charakter hemitrans- 
porterów i funkcjonują jako dimery. Heterodimer 
White/Brown jest odpowiedzialny za import guaniny, 
a heterodimer White/Scarlet za transport tryptofanu 
[169]. Transporter ABC8 zidentyfikowany w kom ór­
kach u myszy i człowieka wykazuje homologię z biał­
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Białko to ulega ekspresji w wielu tkankach (serce, 
mięśnie szkieletowe, trzustka, płuca, wątroba, łożysko; 
nie znaleziono go w mózgu). Funkcja transportera nie 
jest znana; homologia sekwencji z białkiem EITM1 
warunkującym tolerancję Schizosaccharomyces pombe 
na metale ciężkie sugeruje, że on także może być 
związany z transportem jonów metali [53].

IY.5-2. Transporter EST45597

Ekspresja tkankowa tego hemitransportera odpo­
wiada występowaniu transportera ABC7. Być może 
tworzy z nim heterodimery [53].

V. Niektóre kierunki badań transporterów 
ATP

Oczywistym nurtem badań transporterów ABC jest
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identyfikacja nowych transporterów, określanie ich 
sekwencji, struktur wyższych rzędów, funkcji i wła­
ściwości. Badania transporterów ABC są przykładami 
badań, w których znacznie łatwiej uzyskać informację 
o sekwencji genów niż o funkcji kodowanych przez nie 
białek. Funkcje wielu transporterów oczekują dopiero 
wyjaśnienia. Uzyskane dane rodzą nowe pytania; 
molekularny mechanizm działania transporterów 
ABC pozostaje pasjonującą zagadką i oczekuje wyjaś­
nienia.

Zrozumiałe jest, że największe zainteresowanie bu­
dzą transportery ABC zaangażowane w oporność 
wielolekową. Prowadzone są intensywne badania 
zmierzające do stwierdzenia, czy pomiar poziomu ich 
ekspresji może mieć znaczenie prognostyczne [170] 
oraz do eliminacji czy osłabienia ich aktywności celem 
zwiększenia skuteczności terapii nowotworów [171- 
-174], Inny nurt badań dotyczy zwiększenia skutecz­
ności działania leków kierowanych do ośrodkowego 
układu nerwowego [78], Zahamowanie aktywności 
glikoproteiny P w jelicie winno zwiększać pochłanianie 
leków amfipatycznych, sugerowano więc podawanie 
takich leków razem z inhibitorami glikoproteiny P [82, 
175]. Z drugiej strony, transfekcja przeszczepianych 
macierzystych komórek hemopoetycznych genami ko­
dującymi eksportery ksnobiotyków P może umożliwić 
im przeżycie w organizmie dawcy poddawanego che­
mioterapii [176].

Poszukiwanie homologów znanych transporterów 
ABC u innych organizmów ma znaczenie nie tylko dla 
zrozumienia dróg i mechanizmów ewolucji biochemi­
cznej, lecz także aspekt praktyczny, bowiem białka te 
mogą mieć wkład w zjawiska oporności mikroorganiz­
mów na leki [177, 178], a roślin na herbicydy [179, 
180]. Transportery ABC budzą też zainteresowanie 
ekobiochemików zainteresowanych monitorowaniem 
skażeń chemicznych. Wzmożenie aktywności białek 
ABC w zakresie transportu ksenobiotyków może być 
istotnym markerem ekspozycji organizmów na chemi­
czne skażenie środowiska [181].

Niewątpliwie w najbliższych latach możemy oczeki­
wać lawiny publikacji poświęconej tej fascynującej 
grupie białek.

Artykuł otrzymano 26 lutego 1998 r.
Zaakceptowano do druku 16 marca 1998 r.
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Krypty: zapomniane organelle ponownie odkryte 

Vaults: forgotten organelles rediscovered

ŁUKASZ PUŁASKI*

Spis treści:

I. Wstęp
II. Odkrycie i występowanie krypt
III. Skład i ultrastruktura krypt
IV. Spekulacje na temat roli krypt
V. LRP a krypty
VI. Przyszłość badań krypt

Wykaz stosowanych skrótów: A BC dom ena wiążąca ATP 
(.ATP-binding cassette); L R P  — białko związane z o po rno ­
ścią w płucach (lung resistance-related protein): M V P — głó­
wne białko krypt (major vault protein); N PC  — kompleks 
poru jądrow ego (nuclear pore complex): SRP - cząstka 
rozpoznająca sekwencję sygnałową (signal recognition partic­
le): R N P  — rybonukleoproteiny; vRNA - kryptowy RNA 
(vault RNA).

I. Wstęp

W okresie od lat sześćdziesiątych do początku lat 
osiemdziesiątych nastąpił wielki postęp w cytologii 
ultrastrukturalnej. Rozwój technik mikroskopii elek­
tronowej pozwolił na odkrycie i opisanie wielu dotąd 
nieznanych organelli. Intensywnie byadane były przy 
tym na przykład cząstki rybonukleoproteinowe 
(RNP). Najdawniej znanymi i najdokładniej zbadany­
mi spośród nich są rybosomy. Inne, jak na przykład 
cząstki rozpoznające sekwencje sygnałowe (signal re­
cognition particles, SRP) [1], zostały na początku lat 
osiemdziesiątych odkryte i opisane pod względem 
strukturalnym i funkcjonalnym. Tymczasem kilkak­
rotnie większe od rybosomów nukleoproteinowe or­
ganelle —  krypty —  odkryto dopiero w 1986 r. [2], 
Jednakże mimo ich powszechnego i masowego wy­
stępowania trudno było przypisać im jakąkolwiek 
funkcję biologiczną, przez co zainteresowanie nimi 
spadło. Dopiero ostatnio te interesujące i niesłusznie 
zapomniane organelle wracają do łask dzięki szczęś­
liwemu zbiegowi okoliczności.

* M gr, K atedra Biofizyki M olekularnej UŁ ul. St. Banacha 
12/16, 90-237 Łódź

C o n te n t s :
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II. Odkrycie i występowanie krypt

Jak wiele odkryć w biologii, odkrycie krypt n a ­
stąpiło przypadkiem. Zespół prof. Leonarda R o m e  
z University of California w Los Angeles od wczesnych 
lat osiemdziesiątych zajmował się izolowaniem i b ad a ­
niem różnych subpopulacji pęcherzykowych organelli 
komórkowych, głównie pęcherzyków opłaszczonych 
klatryną (coated vesicles). W połowie lat osiemdziesią­
tych opracowano tam nową metodę izolowania i roz­
działu pęcherzyków opłaszczonych klatryną poprzez 
preparatyw ną elektroforezę w bardzo luźno usieciowa- 
nym (0.15%) żelu agarozowym [3], W najszybciej 
migrującej frakcji pęcherzyków z szczurzych hepatocy- 
tów zaobserwowano pod mikroskopem elektronowym 
dziwne zanieczyszczenia: wysoce regularne, jajowate 
cząstki, nieco mniejsze od samych pęcherzyków, ale za 
duże na rybosomy. Modyfikacja procedury izolowania 
(zwiększenie stężenia agarozy do 0.25%, wstępne oczy­
szczanie poprzez wirowanie w gradiencie gęstości) 
pozwoliła na otrzymanie oczyszczonego preparatu  
tych cząstek [2]. Przy większym powiększeniu można 
było zaobserwować charakterystyczną morfologię 
„beczki z okienkami”. Należało rozstrzygnąć kwestię, 
czy odkryto nieznane dotąd  organelle komórkowe, 
współoczyszczane w zastosowanej procedurze z pęche­
rzykami opłaszczonymi klatryną, czy też są to frag­
menty lub monomery prekursorów opłaszczonych 
pęcherzyków. Mimo pewnych przesłanek wspierają­
cych tę drugą hipotezę (występowanie w nowo o d ­
krytych cząstkach białka o masie ok. 100 kDa, p o d o b ­
nie jak  w pęcherzykach opłaszczonych klatryną, oraz
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morfologia podobna do płaszcza klatrynowego [4] 
wykluczono jednak tę możliwość. K oronnym  argu­
mentem potwierdzającym odkrycie nieznanych uprze­
dnio organelli był brak immunoreaktywności surowi­
cy poliklonalnej przeciwko oczyszczonemu p repara to ­
wi nowo wyizolowanych cząstek z opłaszczonymi 
pęcherzykami, a zwłaszcza ich białkami o masie ok. 
100 kD a [2],

Now o odkrytym organellom nadano nazwę „kryp­
ty” (vaults), jako że morfologia powtarzających się 
łuków przypominała odkrywcom strukturę sklepienia 
krypt gotyckich kościołów1. Stwierdzono, że można 
stosując tylko nieznaczne modyfikacje procedury wyi­
zolować krypty z komórek wielu typów i pochodzą­
cych z różnych organizmów, przy czym ich morfologia 
w każdym wypadku wydaje się jednakowa. Przyczyną 
tak późnego odkrycia powszechnie występujących 
i dużych organelli był fakt, iż barwniki do barwienia 
pozytywowego przy transmisyjnej mikroskopii elek­
tronowej, na przykład tlenek osmu czy octan uranylu, 
mają wysokie powinowactwo do składników lipido­
wych i nukleinowych. Krypty jako organelle w ponad 
90% białkowe wybarwiają się nimi bardzo słabo i są 
praktycznie niewidzialne w konwencjonalnie barwio­
nych preparatach. Uwidocznić je można dopiero p o ­
przez negatywowe barwienie (czyli barwienie tła) oczy­
szczonych preparatów.

Poza hepatocytami szczura, gdzie krypty odkryto, 
udało się je wyizolować z następujących rodzajów 
komórek i organizmów: ludzkich fibroblastów, mysich 
fibroblastów 3T3 i komórek glejowych, króliczych 
makrofagów alweolarnych [2], hepatocytów wołu, 
kury, żaby szponiastej (Xenopus laevis) i żaby ryczącej 
(Rana catesbaeiana) [5], jak również jaj i rozwijających 
się zarodków jeżowca Lytechinus pictus [ 6] i wegetaty­
wnego (ameboidalnego) stadium rozwojowego śluzo- 
wca Dictyostelium discoideum [5, 7], Ponadto  m etoda­
mi immunologicznymi potwierdzono obecność białek 
krypt w licznych tkankach i liniach komórek człowie­
ka, szczura, psa, myszy i kota pochodzenia fibroblas- 
tycznego, nabłonkowego i mieloidalnego [5, 8], oraz 
u kury, żab [ 8], drętwy Discopyge ommata [9], jeżowca 
[6], muszki owocowej [8] i Dictyostelium [7],

Liczebność krypt w różnych typach komórek nie jest 
jednakowa: najwyższy ich poziom stwierdzono u ssa­
ków w komórkach nabłonkowych i makrofagach [5, 
8]. Stosunkowo duża ilość krypt w kom órkach mikro- 
gleju (mózgowych makrofagach) szczura pozwoliła 
traktować białka krypt jako markery mikrogleju, co 
wykorzystano w badaniach profilu rozwojowego tych 
komórek [ 10],

Subkomórkowa lokalizacja krypt (na drodze frak­
cjonowania organelli oraz badań immunocytochemi-

1 Mimo iż kontekstowo poprawniejsze byłoby tłumaczenie 
vault jako „sklepienie”, zdecydowałem się na „kryptę”, 
ponieważ poza lepszym brzmieniem w języku polskim słowo 
to wywołuje zgodne z intencjami autorów nazwy konotacje 
pomieszczenia, zamkniętej przestrzeni.

cznych) wykazała, że krypty są przede wszystkim 
organellami cytoplazmatycznymi, rozproszonymi 
w cytosolu [2, 5, 8,11]. Czasem układają się w grona na 
końcach mikrofilamentów aktynowych [12]. Niewiel­
ka proporcja (ok. 5%) krypt izolowana jest we frakcji 
jądrowej, przy czym podlegają one najpraw dopodob­
niej asocjacji z otoczką jądrową, koncentrując się 
w okolicach porów jądrowych [13], Jedynie w doj­
rzałych komórkach somatycznych jeżowca Lytechinus 
pictus stwierdzono krypty wewnątrz jądra, zwłaszcza 
w jąderku [6].

III. Skład i ultrastruktura krypt

Elektroforeza w żelu poliakryloamidowym z SDS 
oczyszczonego preparatu krypt z wątroby szczura 
wykazała ilościową dominację pojedynczego białka
0 masie cząsteczkowej 104 kDa. Białko to, nazwane 
głównym białkiem krypt (major vault protein, MVP), 
stanowi ponad 70% białka w kryptach i w elektro­
forezie dwuwymiarowej zachowuje się jak pojedynczy 
polipeptyd o pi około 6.3 [2], Poza tym białkiem 
krypty z hepatocytów szczura zawierają jeszcze trzy 
frakcje białkowe (Tab. 1) oraz składnik o masie 
cząsteczkowej 37 kDa, nie barwiący się błękitem 
Coomassie i niepodatny na trawienie proteazami, 
który okazał się krótkim kwasem rybonukleinowym. 
Żaden z białkowych składników krypt nie wydaje się 
być glikoproteiną. W kryptach nie wykryto ani śladu 
fosfolipidów, co potwierdza ich odrębność od organelli 
pęcherzykowych, z którymi często są izolowane.

Skład biochemiczny krypt wykazuje konserwatyzm 
ewolucyjny: u wszystkich zbadanych pod tym wzglę­
dem organizmów większość stanowi w nich jeden 
rodzaj białka, nazywany zawsze głównym białkiem 
krypt lub MVP. Wyjątkiem jest tu Dictyostelium, 
u którego stwierdzono aż trzy rodzaje głównych białek 
krypt [7, 14]. Ponadto  krypty zawierają zawsze jeden 
lub dwa rodzaje małego RNA, określanego mianem 
vRNA, czyli kryptowy RNA [11].

Budowa pierwszorzędowa głównych białek krypt 
jest bardzo podobna u różnych organizmów — wszyst­
kie mają masę około 100 kDa. Sklonowano do tej pory 
główne białka krypt szczura [15], człowieka [16], 
drętwy [17] oraz dwa z trzech głównych białek krypt 
Dictyostelium [7, 14], Ludzkie główne białko krypt 
wykazuje 88% identyczności aminokwasowej ze 
szczurzym i aż 60% z jednym z głównych białek krypt 
Dictyostelium [16], Co interesujące, dwa z głównych 
białek krypt Dictyostelium są również identyczne jedy­
nie w 60%, co wskazuje, że prowadząca do powstania 
dwóch genów duplikacja zaszła na bardzo wczesnym 
etapie ewolucyjnym [11, 14], Białkowe składniki krypt 
niektórych organizmów wymieniono i scharakteryzo­
wano w tabeli 1.

Geny kryptowego RNA szczura, myszy, człowieka
1 żaby ryczącej zostały sklonowane i zsekwencjonowa- 
ne [11, 18] (patrz Tab. 2). U szczurów vRNA stanowi
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Tabela 1.
P o z n a n e  sk ładn ik i  b ia łkowe kryp t  u n iek tórych  o rgan izm ów .

O rg a n iz m Składn ik
M a sa  cząs teczkow a 

(kDa) Ź ró d ło

Sluzowiec

D ictyostelium

diseoideum

G łó w n e  b ia łko  k ry p to w e  M vpA 94 [7]

G łó w n e  b ia łko  k ryp tow e  M vpB 92 [7, 14]

G łó w n e  b ia łko  k ry p to w e  M v p C 92 [14]

D rę tw a  D iscopyge G łó w n e  b ia łko  k ry p to w e  M V P 1 0 0 100 [9, 17]

Szczur G łó w n e  b ia łko  k ryp tow e  M V P 99 [2, 15]

D o d a tk o w e  b ia łko  k ryp tow e 210 [2]

D o d a tk o w e  b ia łko  k ryp tow e 192 [2]

D o d a tk o w e  białko k ryp tow e 54 [2]

Człowiek G łó w n e  b ia łko  k ryp tow e 100 [16]

około 5% masy całej krypty, a obliczenia stechiomet- i
ryczne wykazują, że jest obecny w około 18 kopiach na ;
kryptę [2], Przeciwnie niż w innych cząstkach rybo- i
nukleoproteinowych, RNA nie wydaje się mieć znaczą- <
cej roli strukturalnej w kryptach, jako że nawet i
całkowite strawienie vRNA nukleazami nie ma wpły- i
wu na morfologię izolowanej organelli [2, 11], Struk- ]
tura drugorzędowa vRNA wykazuje większy konser- i
watyzm ewolucyjny niż struktura pierwszorzędowa. I

Wykazano, że w komórce główne białko krypt 1
wchodzi wyłącznie w skład krypt, nie występując we i
frakcji rozpuszczalnej cytosolu [2, 5], W przeciwień- i
stwie do niego vRNA stwierdzono również w postaci i
nie związanej w cytoplazmie. W różnych stanach i
komórki jego zawartość w kryptach i we frakcji i
rozpuszczalnej może się zmieniać [18]. Nie jest znana <
rola wolnego vRNA i ewentualny mechanizm jego i
odłączania się od krypt i ponownego przyłączania. i

Własności transkrypcyjne vRNA poznano na przy- ,
kładzie szczurzego genu, który zawiera sekwencje i
p rom otorowe charakterystyczne dla genów typu \
2 transkrybowanych przez polimerazę RNA III, takich j
jak na przykład geny tRNA [18, 19], Typowa dla tych ;
genów jest rozszczepiona sekwencja promotorowa,

T abela 2.
P o z n a n e  sk ładn ik i  rybo n u k le in o w e  krypt u n iek tórych  organ izm ów .

składająca się z dwóch jednostek o długości ok. 10 par 
zasad, zwanych A-box  i B-box , umieszczonych w ob­
rębie sekwencji transkrybowanej. Gen vRNA zawiera 
dwie sekwencje typu B-box, przy czym pierwsza z nich 
używana jest preferencyjnie. W systemie transkrypcji 
in vitro vRNA jest wydajnie transkrybowane przez 
polimerazę RNA III, przy czym sekwencje B-box  wiążą 
czynniki transkrypcyjne T FIIIC  i TFIIIB. inicjując 
transkrypcję. Jednak w przypadku vRNA ważna jest 
także obecność sekwencji nietranskrybowanej od stro­
ny 5’, bez której transkrypcja nie zachodzi (nie ma to 
natomiast wpływu na transkrypcję innych genów typu 
2). Przy wysokich stężeniach czynników transkrypcyj- 
nych lub przy nieobecności sekwencji od strony 5’ 
następuje destabilizacja wiązania czynnika transkryp- 
cyjnego T F IIIC  do B-box , co sugeruje dla vRNA 
nieznany dotychczas sposób regulacji aktywności ge­
nu. Bezpośrednim efektem tego faktu jest zapewne 
zróżnicowana ekspresja tkankowa vRNA, zjawisko 
nietypowe dla rodzajów RNA transkrybowanych 
przez polimerazę RNA III. Narządami o wysokim 
poziomie vRNA są śledziona, jelito, serce i nerka, 
a w mózgu jest go wyjątkowo mało [ 11, 18],

Krypty to największe ze znanych cząstek rybonuk-

O rg a n iz m Składn ik
Długość  

(l iczba p a r  zasad) Ź ró d ło

Ż a b a  rycząca K ryp tow e  R N A  v R N A a 89 [18]

K ryp tow e  R N A  v R N A b 94 [18]

M ysz K ryp tow e  R N A  v R N A 141 [11]

Szczur K ry p to w e  R N A  v R N A 141 [18]

Człowiek K ry p to w e  R N A  v R N A a - 8 0 [ U ]

K ry p to w e  R N A  v R N A b 96 [ U ]
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WIDOK Z BOKU PRZEKRÓJ

KRYPTA ZAMKNIĘTA
PC

KRYPTA OTWARTA
Ryc. 1. S t ru k tu ra  zam knię te j  i o tw ar te j  krypty .  P —  płatek, 

T  —  trzonek ,  P C  —  pierścień centra lny .  O tw a r t a  k ryp ta  
sk ła d a  się z d w óch  części („pół-krypt")  o rozp o s ta r ty ch  
p ła tkach .  P ła tk i  za m y k a ją c  się w k u b k o w a tą  s t ru k tu rę  
i łącząc z c z u b k am i  tw orzą  z a m k n ię tą  k ryp tę  w kształcie 
beczki (na p ods taw ie  [8, 11. 20]).

leoproteinowych [8], Ich wymiary w zależności od 
techniki uwidaczniania pod mikroskopem elektrono­
wym (barwienie negatywowe lub mikroskopia krio- 
elektronowa) wahają się w granicach 50-55 x 26-35 nm 
i są jednakowe u wszystkich badanych gatunków. 
Średnia masa cząsteczkowa jednej krypty wynosi 12.9 
M D a, stała sedymentacyjna wyznaczona przez wiro­
wanie gradientowe — około 150S. W izolowanych 
preparatach jawią się jako  symetryczne, jajowato- 
-baryłkowate twory o dwóch jednakowych połowach 
przypominających razem „beczkę z klepek” lub „żeb­
rowane ostrołukowe sklepienie” (Ryc. 1) [2, 8], 

Badanie krypt techniką freeze-etch i uwydatniania 
szczegółów cieniowaniem platynowym pozwoliło na 
bardzo szczegółowe opisanie ich ultrastruktury [ 8, 20], 
N a  płaszczyźnie z pokrytej polilizyną miki krypty 
otwierały się w skomplikowane i delikatne struktury 
o symetrii ośmiopromiennej w kształcie „ośmiopłat­
kowych kwiatków” (Ryc. ł), przy czym struktury takie 
występowały zazwyczaj w parach, co sugeruje, że

w stanie zamkniętym „kwiatek” ma wygięte do środka 
płatki i stanowi połowę krypty. Każdy „kwiatek” 
składa się z ośmiu prostokątnych płatków, połączo­
nych z centralnym pierścieniem krótkim i cienkim 
trzonkiem. Płatki składają się przy tym z trzech nie­
zbyt wyraźnie widocznych podłużnych pasów. Nie 
wiadomo, czy krypty otwierają się i zamykają in vivo. 
Preparaty krypt Dictyostelium zawierają jednak duży 
procent „pół-krypt”, widocznych pod mikroskopem 
jako otwarte „kwiatki” [5, 20], P raw dopodobna wy­
daje się hipoteza, według której dwie połówki krypt 
mogłyby się łączyć i zamykać, stykając się czubka­
mi płatków i tworząc w swoim wnętrzu zamkniętą 
przestrzeń.

N a podstawie danych stechiometrycznych wysnuto 
wstępne hipotezy na temat umiejscowienia poszczegól­
nych składników biochemicznych krypt w ich struk­
turze. Płatki zbudowane są prawdopodobnie z głów­
nego białka krypt, które występując w krypcie najob­
ficiej mogłoby tworzyć ten jej największy element. 
Ponieważ jedna krypta zawiera około 96 kopii cząste­
czki głównego białka krypt, jeden płatek składa się 
zapewne z sześciu cząsteczek głównego białka krypt 
(zapewne w postaci trzech dimerów ułożonych w pasy). 
Pozostałe białka krypty mogłyby tworzyć centralny 
pierścień i cienkie trzonki płatków. Jedna cząsteczka 
vRNA związana jest prawdopodobnie z jednym płat­
kiem, nie odgrywając jednak w nim roli strukturalnej,
0 czym wspomniano wyżej [ 8, 11, 20],

IV. Spekulacje na temat roli krypt

Początkowe hipotezy na temat roli biologicznej 
krypt były oparte na wąskim eksperymentalnym mate­
riale dowodowym. Jako organelle występujące po­
wszechnie i mające podobną budowę i skład u ewolu­
cyjnie bardzo od siebie odległych organizmów, krypty 
pełnią zapewne podstawowe, nieodzowne dla wszyst­
kich komórek funkcje. N a podstawie okruchów infor­
macji dotyczących lokalizacji krypt wysnuwano z po­
czątku daleko idące wnioski, np. tendencja do skupia­
nia się na końcach filamentów aktynowych zdawała się 
sugerować ich udział w ruchach komórki [ 12], m aso­
we występowanie krypt w zakończeniach synaptycz­
nych nerwów cholinergicznych organu elektrycznego 
drętwy — rolę w przekaźnictwie synaptycznym [9], 
a lokalizacja jąderkowa u jeżowca — w powstawaniu
1 transporcie rybosomów [6].

Idealnym organizmem modelowym do badania roli 
krypt mogłyby być drożdże, które są wygodnym 
i dobrze scharakteryzowanym (fenotypowo i nie tylko) 
obiektem manipulacji genetycznych. Niestety z droż­
dży dotychczas nie udało się ani wyizolować krypt, ani 
nawet potwierdzić ich istnienia w tych organizmach. 
Badania genetyczne nad rolą krypt przedsięwzięto 
zatem na śluzowcu Dictyostelium, w którym krypty 
występują bardzo obficie i który, hodowany w stadium 
haploidalnym, jest często stosowanym materiałem
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modelowym w biologii molekularnej [7, 11, 14]. 
U Dictyostelium wykryto i sklonowano najpierw dwa 
główne białka krypt, oznaczone MvpA i MvpB (Tab. 
1). Ponieważ w komórkach szczepu, który pozbawiony 
został metodą nokautu genów dla obu tych białek, 
nadal obserwowano krypty (o silnie co prawda zabu­
rzonej morfologii), postulowano istnienie trzeciego 
głównego białka krypt Dictyostelium, które faktycznie 
zostało wyizolowane i oznaczone MvpC [14]. K lono­
wanie tego białka dotychczas się nie powiodło, ponie­
waż jego sekwencja aminokwasów odbiega praw dopo­
dobnie znacznie od pozostałych głównych białek 
krypt. M utanty  pozbawione metodą nokautu genów 
kodujących białka MvpA i MvpB (obydwu rów no­
cześnie lub każdego z osobna) nie wykazują żadnej 
patologii fenotypowej na pożywce pełnej, natomiast na 
pożywce minimalnej (w warunkach stresu pokarm o­
wego) stwierdzono u nich wolniejszy wzrost i osiąganie 
niższej maksymalnej gęstości hodowli, co sugeruje rolę 
krypt w podstawowych funkcjach życiowych komórki. 
Nie udało się dotychczas uzyskać m utantów całkowi­
cie pozbawionych krypt, które być może pozwoliłyby 
wysnuć bardziej konkretne wnioski.

Interesująca hipoteza na temat roli krypt wysunięta 
została na podstawie spekulacji teoretycznych. O d ­
krywcy krypt zauważyli znaczące podobieństwa mię­
dzy kryptami a elementami kompleksów porowych 
w otoczce jądrowej (nuclear pore complexes, NPC), 
znanymi jako  ziarnistości centralne lub czopy poru 
(central plugs) [21, 22], Mimo wyizolowania i sklono- 
wania kilku składników całego kompleksu porowego 
skład, funkcja, a nawet istnienie owej centralnej ziar­
nistości są wysoce kontrowersyjne. Postulowano na­
wet, że jest ona artefaktem; najpowszechniej dziś 
akceptowana koncepcja mówi jednak, że jest to ulega­
jący zmianom konformacyjnym przejściowy składnik 
kompleksu porowego. Ziarnistość centralna może 
prawdopodobnie asocjować z kompleksem porowym 
lub dyfundować do cytoplazmy i bierze dzięki temu 
udział w transporcie nukleocytoplazmatycznym
[22]. Wymiary (ok. 50 x 30 nm), masa cząsteczkowa 
(13 MDa), a nawet ośmiokrotna symetria, przypisywa­
na cząstce czopu centralnego poru jądrowego, są 
uderzająco podobne do odpowiednich cech krypty i na 
tej podstawie wysunięto śmiałą hipotezę o tożsamości 
tych dwóch struktur [8]. Wsparcie eksperymentalne 
dla tej hipotezy pochodzi z doświadczeń nad lokaliza­
cją krypt — większość krypt występuje, co prawda, we 
frakcji cytosolowej, jednak około 5% powtarzalnie 
i systematycznie podlega izolowaniu z frakcją jądrową 
[13, 23]. Co więcej, badania cytoimmunofluorescen- 
cyjne wykazały, że część krypt zlokalizowana jest 
w otoczce jądrowej, kolokalizując się z markerami 
kompleksu porowego. Stosunkowo dobrze poznany 
zewnętrzny pierścień poru jądrowego również charak­
teryzuje się ośmiokrotną symetrią (zawierając osiem 
promieniście rozmieszczonych „szprych” — spokes), 
a średnica poru (120 nm) jest niewiele większa niż

średnica otwartej krypty. Weryfikacja hipotezy o toż­
samości krypt z czopami centralnymi poru jądrowego 
wymagałaby izolowania, oczyszczenia i zbadania czo­
pów centralnych i bezpośredniego porównania z kryp­
tami, jednak argumenty za rolą krypt w transporcie 
nukleocytoplazmatycznym płyną również z odkryć 
opisanych w kolejnym rozdziale.

V. Białko związane z opornością w płucach 
a krypty

Komórki nowotworowe często wykazują fenotyp 
zwany opornością wielolekową, polegający na tym, że 
po kontakcie z jednym lekiem przeciwnowotworowym 
nabywają oporność krzyżową (cross-resistance) na 
inne, strukturalnie i farmakologicznie odmienne leki 
[24], Oporność wielolekową często związana jest 
z nadekspresją białek z grupy ABC (zawierających 
domenę wiążącą ATP — A TP-Binding Cassette), zwła­
szcza MDR1 (głikoproteina P) i MRP1, które aktyw­
nie wytransportowują cząsteczki leku z komórki [25, 
26]. Znanych jest jednak wiele linii komórkowych, 
które wykazują fenotyp oporności wielolekowej bez 
nadekspresji żadnego ze znanych białek za ten fenotyp 
odpowiedzialnych.

W laboratorium prof. Rika S c h e p e r a  z Vrije 
Universiteit w Amsterdamie po immunizacji myszy 
całymi kom órkam i linii niemałokomórkowego raka 
płuc SW1573/2R120, wykazującymi oporność wielo­
lekową bez nadekspresji białka M D R 1, uzyskano 
monoklonalne przeciwciało LRP-56 silnie i wybiórczo 
reagujące z komórkami opornymi [27, 28], Przeciw­
ciało to rozpoznaje specyficznie białko o masie 110 
kDa, nazwane LRP (od skrótu Lung Resistance Prote­
in — białko związane z opornością w płucach), które 
podlega nadekspresji w linii SW1573/2R120 i w wielu 
innych liniach wykazujących oporność wielolekową 
[29, 30],

Z biblioteki cDNA ludzkiej linii komórek fibrosar- 
komy H T 1080/DR4 (wykazującej oporność wieloleko­
wą) wyizolowano cDNA odpowiadające transkryp- 
towi genu L R P  [16]. Transfekcja tego klonu powoduje 
nadekspresję białka o masie 110 kDa, reagującego 
z przeciwciałem LRP-56. Klon cDNA został zsekwen- 
cjonowany, stwierdzono, że koduje białko o 896 am i­
nokwasach. Wbrew oczekiwaniom nie stwierdzono 
w sekwencji potencjalnych domen transmembrano- 
wych lub wiążących ATP, charakterystycznych dla 
wszystkich transporterów ABC, odpowiedzialnych za 
oporność wielolekową. Po porównaniu z bankiem 
sekwencji okazało się, że wyizolowany klon koduje 
białko o 88% identyczności aminokwasowej z głów­
nym białkiem krypt szczura. Tak wielkie podobień­
stwo jednoznacznie wskazuje, że LRP stanowi ludzkie 
główne białko kryptowe [16, 31].

Immunochemiczne badania tkankowego i subko- 
mórkowego rozmieszczenia LRP zostały przeprowa­
dzone przede wszystkim z użyciem przeciwciała LRP-
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-56, specyficznego dla głównych białek kryptowych 
różnych organizmów (przy czym najsilniej reaguje 
z ludzkim głównym białkiem kryptowym, czyli LRP, 
przeciwko któremu zostało otrzymane, a słabiej z głó­
wnymi białkami kryptowymi szczura i Dictyostelium). 
Dzięki tej specyficzności immunoreaktywność LRP-56 
można traktować jako m arker występowania krypt 
[29]. W komórkach ludzkich LRP-56 wykazuje cha­
rakterystyczny dla krypt rozproszony wzór barwienia 
w cytoplazmie.

Rozmieszczenie LRP i krypt zostało zbadane w róż­
nych tkankach ludzkiego organizmu [30], Techniką 
Western blotting z LRP-56 oraz Northern blotting 
wykryto białko LRP i mRNA dla niego we wszystkich 
badanych tkankach, co wspiera tezę o podstawowej 
i niezbędnej dla komórki roli krypt. Stwierdzono 
jednak znaczące zróżnicowanie poziomu mRNA i biał­
ka w różnych tkankach, co sugeruje, że funkcje krypt 
mogą zmieniać się w zależności od tkanki. Najwyższy 
poziom LRP wykryto w tkankach, których rola zwią­
zana jest z pewnym stopniu z ochroną organizmu 
przed szkodliwymi metabolitami i ksenobiotykami, 
a mianowicie w nabłonku oskrzelowym, nabłonku 
przewodu pokarmowego, w keratynocytach i makro- 
fagach. W tkankach tych stwierdza się jednocześnie 
wysoką ekspresję transporterów ABC odpowiedzial­
nych za oporność wielolekową, czyli M R P 1 i M D R 1 
[32]. Ten szczególny wzór lokalizacji tkankowej sta­
nowi argument za fizjologiczną rolą tych białek w de- 
toksyfikacji organizmu. Na bazie tych analogii między 
białkami wywołującymi oporność wielolekową a LRP 
wyciągnięto wniosek o roli LRP i krypt w deto- 
ksyfikacji (np. ochronie jąd ra  przez egzo- i endogen­
nymi toksynami) [U ,  29],

Związek między nadekspresją białka LRP a fenoty­
pem oporności wielolekowej jest jednak nadal kon­
trowersyjny. Gen LR P  zlokalizowany jest u człowieka 
na krótkim ramieniu chromosom u 16 (dokładnie 
16p 11.2), zadziwiająco blisko genu M P R l , kodującego 
znany transporter z grupy ABC (zlokalizowanego 
w 16p 13.1), którego zdolność do bezpośredniego wy­
woływania fenotypu oporności wielolekowej była wó­
wczas ostatecznie udowodniona [16, 25, 29], Postulo­
wano zatem, że L R P  ulega koamplifikacji z M R P l  
i jego nadekspresja w kom órkach opornych jest przy­
padkowa. Argumenty statystyczne, wykazujące zupeł­
ny brak statystycznie znamiennej korelacji nadeksp- 
resji LRP i M R P l,  oraz genetyczne dowody częstego 
nieamplifikacyjnego charakteru nadekspresji LRP 
obaliły jednak tę koncepcję. P onad to  w liniach rewer- 
tantów (komórek, które tracąc fenotyp oporności stały 
się ponownie wrażliwe na leki) zaobserwowano od­
powiedni spadek poziomu ekspresji LR P [16]. Ar­
gumentem pośrednim, ale sugestywnym jest fakt, że 
ekspresja LRP okazała się znakomitym markerem 
oporności wielolekowej (poziom ekspresji odpowiada 
poziomowi oporności) w nowotworowych liniach ko­
mórkowych nie poddawanych selekcji lekiem (nadeks­

presja MDR1 i MRP l  następuje zazwyczaj dopiero po 
kontakcie z czynnikiem cytotoksycznym), co sugero- 
waoby rolę krypt w oporności wrodzonej komórek. 
Badanie ekspresji LRP ma również zastosowanie 
kliniczne jako marker prognostyczny (pozwalający 
przewidzieć wynik leczenia) — wysoki poziom LRP 
koreluje ze słabą odpowiedzią nowotworu na chemio­
terapię [29, 33, 34],

Kwestia związku przyczynowo-skutkowego ekspre­
sji LRP i poziomu krypt z opornością wielolekową jest 
jednak nadal niejasna. Sztucznie wywołana nadekspre­
sja LRP (w komórkach poddanych stabilnej transfek- 
cji wektorem niosącym LRP)  nie daje kom órkom  
fenotypu oporności [16]. M ożna to wytłumaczyć 
faktem, że ludzkie krypty składają się z kilku skład­
ników poza głównym białkiem krypt i nadekspresja 
samego LRP (głównego białka krypt), które z braku 
pozostałych składników nie może uformować funkc­
jonalnych krypt, nie jest w stanie zmienić statusu 
opornościowego komórki [11]. Być może nadekspre­
sja LRP w fenotypie opornościowym jest odbiciem 
ogólnej nadprodukcji krypt, które bezpośrednio od­
powiedzialne są za detoksyfikację leków. Z ap ro p o n o ­
wanych zostało kilka schematów mechanistycznych, 
wyjaśniających możliwy przebieg tego zjawiska. N aj­
popularniejszy nawiązuje do spekulacji na temat roli 
krypt w transporcie nukleocytoplazmatycznym i suge­
ruje, że krypty nie pozwalają lekom, których tarcza 
działania znajduje się w jądrze (np. interkalującym się 
do DNA antracyklinom), przedostać się przez por 
jądrowy, zamykając je w swoim wnętrzu i powodując 
redystrybucję leku w cytoplazmie [11, 29], Jedynym 
eksperymentalnym argumentem za tą niewątpliwie 
atrakcyjną hipotezą jest fakt, że w niektórych liniach 
opornych komórek zaobserwowano odbiegającą od 
normy dystrybucję daunorubicyny (mniejsze stężenie 
w jądrze, większe w cytoplazmie w postaci wyraźnych 
punktowych skupień). Zjawisko to można jednak 
wytłumaczyć na kilka sposobów i dlatego dla potwier­
dzenia lub obalenia powyższej hipotezy potrzeba wię­
cej dowodów eksperymentalnych.

VI. Przyszłość badań krypt

Badania krypt, głównie w laboratoriach profesorów 
R o m e w Los Angeles i S c h e p e r a  w Amsterdamie, 
koncentrują się na próbach znalezienia ich roli bio­
logicznej. Znaczące mogą tu być tytuły dwóch dotych­
czas opublikowanych artykułów przeglądowych o kry­
ptach, napisanych przez naukowców z laboratorium 
prof. R o m e, odkrywcy krypt „Otwierając krypty: 
organelle w poszukiwaniu funkcji” z roku 1991 [8] 
i „Krypty są odpowiedzią, jakie jest pytanie?” z roku 
1996 [11]. Ostatnio badania krypt zaczynają rozwijać 
się intensywniej ze względu na hipotezę o ich udziale 
w oporności wielolekowej komórek nowotworowych.

Najbardziej spójna i atrakcyjna hipoteza postuluje 
rolę krypt w transporcie nukleocytoplazmatycznym
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poprzez odwracalną asocjację z kompleksem poru 
jądrowego. Zmiany konformacyjne (otwieranie krypt) 
odpowiadają w tej koncepcji za uwalnianie przenoszo­
nych substancji lub cząstek. Związek nadekspresji 
LRP i zwiększenia poziomu krypt z opornością wielo- 
lekową polega tu na obniżeniu stężenia leku w jądrze, 
gdzie znajdują się tarcze jego działania cytotoksycz- 
nego, dzięki usuwaniu leku przez krypty [29], Najnow ­
sze odkrycie, że u jeżowca krypty mogą występować 
wewnętrz jądra  [6], nabiera w tym świetle nowego 
znaczenia.

Dla uformowania jednolitej i powszechnie akcep­
towalnej teorii funkcji krypt potrzebne są jednak 
odpowiedzi na wiele dodatkowych pytań. Kwestiami 
zagadkowymi i spornymi są na przykład rola vRNA, 
relacja między ekspresją LRP a poziomem krypt, 
interakcje między różnymi białkami krypt w struk­
turze tych organelli i wiele innych zagadnień.

Artykuł otrzymano 28 listopada 1997 r.
Zaakceptowano do druku 19 marca 1998 r.
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Wykaz stosowanych skrótów: G T P  guanozynotrifosforan; 
G D P  — guanozynodifosforan; cA M P cykliczny 3',5' 
adenozynom onofosforan; PTX toksyna krztuśca; CTX 
— toksyna cholery; IP 3 inozytolo-l,4,5-trifosforan; DAG 

diacyloglicerol; PLC  - fosfolipaza C; TRH  horm on 
tyreotropowy; VIP w azoaktyw ny peptyd jelitowy; PTH 

parathorm on; PK C kinaza białkowa C; AC cyklaza 
adenylanowa.

I. Wstęp

Heterotrimeryczne białka wiążące G T P  i G D P  
(białka G) zostały odkryte w czasie badań nad wpły­
wem glukagonu na wzrost syntezy cA M P w hepatocy- 
tach [1], Jak się następnie okazało, jest to ciągle 
rozrastająca się rodzina wszechobecnych, molekular­
nych przekaźników sygnalizacji komórkowej. Recep­
tory błonowe aktywowane przez czynniki wzrostu, 
neurotransmitery, czynniki chemotaktyczne, hormony 
czy substancje zapachowe, poprzez białka G wzmac­
niają sygnały aktywując m.in. cyklazę adenylanową, 
fosfolipazę C, specyficzne fosfodiesterazy i kanały 
jonowe [1-3]. Przedłużone działanie czynników syg­
nałowych wywołuje zjawisko desensytyzacji recepto­
rów, poprzez procesy fosforylacji przebiegające 
z udziałem kinaz białkowych [4]. Kinazy fosforylując 
białka zmieniają specyficzne funkcje m.in. w kom ór­
kach takich, jak miocyty, hepatocyty, adypocyty, pły­
tki krwi i komórki endokrynne. Ilościowe i jakościowe 
różnice w białkach G mogą wpływać na działanie

* D r n. med. ** prof. dr hab. 1 II Z akład  Biochemii
Insty tu tu  Fizjologii i Biochemii Akademii Medycznej 90-131 
Łódź, ul. Lindleya 6 2 Insty tu t Endokrynologii Akademii 
Medycznej 91-425 Łódź, ul. Sterlinga 3

hormonów i klinicznie manifestować się jako  dysfunk­
cje różnych organów.

Celem pracy jest przedstawienie danych na temat 
ważnych fizjologicznych i patologicznych aspektów 
dotyczących struktury i funkcji białek G, a głównie ich 
udziału w przekazywaniu sygnałów. Nieprawidłowo­
ści w przekaźnictwie transmembranowym mające swe 
źródło w białkach G, mogą odgrywać kluczową rolę 
w występowaniu wielu chorób. Przykładem jest obec­
ność w różnych guzach endokrynnych naturalnie 
pojawiających się mutacji w białkach G, które w istot­
ny sposób zmieniają układy przekaźnikowe. Te obser­
wacje sugerują możliwość wciągnięcia białek G na listę 
ewentualnych protoonkogenów [1-3].

II. Struktura i modyfikacje strukturalne 
białek G

W stanie nieaktywnym białka G stanowią kompleks 
trzech różnych podjednostek: ot (39-46 kDa), (3 (~ 3 7  
kDa) i y ( ~ 8  kDa), z G D P  przyłączonym do podjed- 
nostki ot. Aktywacja białka G następuje wskutek 
przyłączenia G T P  w miejsce G D P, z jednoczesnym 
uwolnieniem kompleksu (3y [5, 6], Zarówno podjed- 
nostka oc-GTP, jak  i kompleks (3y, mogą niezależnie 
modulować aktywność przynajmniej niektórych efek- 
torów białkowych (Ryc. 1). Wszystkie podjednostki 
ot wykazują aktywność GTP-azową i są w stanie 
hydrolizować końcową grupę fosforanową G T P  [7, 8]. 
Największe różnice występują w budowie podjedno­
stek ot. Sklonowano już 21 cDNA kodujących różne 
podjednostki ot w kom órkach ssaków, a ich liczba 
niewątpliwie będzie wzrastać [5, 7, 8]. Podjednostki te
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Ryc. 1. M e ch an izm  dz ia łan ia  białek G. 
R —  receptor;  P TX  —  to k sy n a  
krztuśca;  C T X  —  to k sy n a  cho le ­
ry; P, —  fosforan n ieorganiczny; 
P L C  —  fosfolipaza C; P L A 2 
—  fosfolipaza A 2; P D E  —  fos- 
fodiesteraza.

cyklaza adenylanowa cyklaza adenylanowa 
PLC PLC

PLA2 
cGMP-PDE 

kanał K* 
kanał Ca1'*

kanał K

— zgodnie z ich sekwencją aminokwasową — można 
podzielić na cztery większe subrodziny. Są to: G s, G,, 
G q i G 12. Każda rodzina zawiera po kilka różnych 
podjednostek ot [9], Ponadto opisano już przynajmniej 
pięć różnych podjednostek (3 i dziesięć podjednostek 
y [7, 10], Miejsce wiązania nukleotydu przez podjed- 
nostkę ot białka G s składa się z pięciu różnych, wysoce 
konserwatywnych regionów (G1-G5) [7], Wykazano, 
że najważniejszym mutacjom w regionach G2 i G3 
podlegają Arg201 i G lu 227, co wpływa na kształ­
towanie się aktywności białka G (np. następuje bloka­
da aktywności GTP-azowej). Warto podkreślić, że o ile 
znaczna liczba podrodzin białek G występuje w więk­
szości tkanek, to niektóre z podjednostek ot tych 
podrodzin mogą być charakterystyczne wyłącznie dla 
jednego rodzaju komórek. Przykładem są podjednos­
tki a j 5 i ot16, wykryte na razie tylko w komórkach 
krwiotwórczych [11]. Przy zastosowaniu technik im- 
munohistochemicznych w mózgowiu szczura wykaza­
no zróżnicowaną lokalizację anatomiczną oraz ko­
m órkow ą podjednostek ot0, otn, oti2 oraz ocs [ 12]. Może to 
stanowić podstawę specyfiki działania niektórych neu- 
rotransmiterów w ośrodkowym układzie nerwowym.

Niektóre podjednostki ot posiadają specyficzne re­
szty, które mogą być ADP-rybozylowane przez en­
dogenne transferazy ADP-rybozylowe toksyn bak­
teryjnych takich, jak toksyna cholery (CTX) czy tok­
syna krztuśca (PTX) [7, 8, 13], Wiele białek G jest 
substratem rybozylacji przez obie toksyny, a z kolei 
istnieje szereg białek niewrażliwych na obie lub jedną 
z nich. CTX katalizuje ADP-rybozylację na reszcie 
argininy podjednostki ot, co powoduje zahamowanie 
aktywności GTP-azy. Uważa się, że niektóre białka

G mogą być efektywnie modyfikowane przez CTX 
w obecności agonisty, lecz bez egzogennego GTP. 
W takich warunkach tworzy się wiązanie receptora 
z białkiem G pozbawionym nukleotydu, a ta forma 
właśnie uznawana jest za dostępną dla CTX. Zjawisko 
to zachodzi wyraźnie w podjednostkach ot2 i ot3 białka 
G,. PTX natomiast katalizuje ADP-rybozylację reszty 
cysteiny w pozycji 4 C-końca większości podjednostek 
ot rodziny białek G,, hamując sprzężenie białka G z re­
ceptorem [14, 15],

Podjednostki ot oraz dimer (3y są modyfikowane 
kowalencyjnie przez lipidy [16]. Mirystylacja i pal- 
mitylacja podjednostki ot nadaje jej hydrofobowy 
charakter oraz umożliwia zakotwiczenie w błonie. 
Ponadto  wykazano, że mirystylacja podjednostki 
ot białka G, znacznie zwiększa jej powinowactwo do 
dimeru (3y [17], Spośród dotychczas poznanych pod­
jednostek ot, z wyjątkiem G t, wszystkie zawierają 
palmitynian związany tioestrowo z cysteiną N-koń- 
cowej części białka. Palmitylacja jest procesem od­
wracalnym i sugeruje się, że reguluje translokację 
podjednostki ot z błon do cytosolu [18]. Badania 
prowadzone z udziałem m utantów nie zawierających 
reszty palmitylowej w podjednostkach ot białek G s, G q 
i G n , wykazały ich zmniejszoną zdolność asocjacji 
z błoną [19].

W kompleksie (3y acylacji ulega jedynie podjednost­
ka y. Uważa się, że prenylacja jest wręcz niezbędna dla 
prawidłowej interakcji dimeru z podjednostką ot, rece­
ptorami i efektorami [16]. Reszty lipidowe, farnezylo- 
we lub geranylogeranylowe, łączą się wiązaniem tioest- 
rowym z cysteiną w N-końcowej części podjednostek
y p  y2 [ 20].
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III. Interakcja białek G z receptorami

Receptory wiążące białka G należą do wielkiej 
rodziny homologicznych i integralnych białek wy­
stępujących w błonie plazmatycznej. W ich skład 
wchodzi siedem transmembranowych domen, połą­
czonych zewnątrz- i wewnątrzkomórkowymi, hydro­
fobowymi pętlami [21, 22], Po stronie cytoplazmaty- 
cznej znajdują się trzy pętle oraz C-końcowy odcinek 
receptora. Druga i trzecia pętla oraz C-koniec uważane 
są za najważniejsze miejsca oddziaływania receptora 
z różnymi rodzajami białek G. Transmembranowe 
regiony wykazują najwyższy stopień homologii. Te 
helikalne odcinki receptorów mają charakter lipo- 
filowy lub amfipatyczny, co ułatwia wiązanie ligandów
[23]. Znacznie mniejsze podobieństwa zaobserwowa­
no w C-końcowej cytoplazmatycznej części receptora 
[5, 22]. Sugeruje to, że specyficzność i powinowactwo 
w procesie aktywacji receptora przez białka G, związa­
ne są z tym regionem. Zarówno wiązanie ligandu, jak 
i aktywacja receptora za jego pośrednictwem, są 
utrzymywane przez kieszonkę wytworzoną przez róż­
ne zewnątrz- i wewnątrzkomórkowe regiony [8, 15, 
21]. Utworzenie właściwej kieszeni wiązania jest zależ­
ne od obecności reszt proliny [24], W przypadku 
dłuższych ligandów, np. hormonów glikoproteino- 
wych, N-koniec receptora pomaga również w utrzyma­
niu kontaktu  z ligandem [25], Ponadto  istnieje inna 
kieszeń zwrócona w kierunku przestrzeni wewnątrz­
komórkowej, która pozwala na interakcję kompleksu 
receptor-ligand z białkami G. Trzeci cytoplazmatycz- 
ny region wydaje się być najbardziej krytyczny dla 
działania białka G. Jakiekolwiek mutacje w pętli 
cytoplazmatycznej lub C-końcu receptora mogą za­
kłócać aktywację białka G [5, 22]. Cząsteczka recep­
tora katalizuje GTP-wlaściwą aktywację białek 
G przez pobudzenie różnych, poszczególnych reakcji 
cyklu GTP-azy. Są to: 1) stymulacja uwalniania G D P  
w następstwie wiązania G T P  [26], 2) ułatwienie przej­
ścia z układu nieaktywnego do aktywnego (GTP- 
-ligand) [27], 3) wzrost dysocjacji podjednostki białka 
G [28, 29]. Inną cechą właściwą dla wszystkich 
receptorów białek G  jest ich podatność na desen- 
sytyzację lub adaptację, wywołana przedłużonym lub 
powtórnym działaniem danego ligandu [9], W proce­
sie desensytyzacji w ciągu minut zachodzi fosforylacja 
receptora, co powoduje gwałtowne odłączenie recep­
tora od białka G. Obecnie uważa się, że przynajmniej 
dwa typy kinaz serynowo-treoninowych zaangażowa­
ne są w regulację wrażliwości receptorów. Są to zależne 
od wtórnych przekaźników kinaza białkowa A i C oraz 
niezależne od wtórnych przekaźników kinazy recep­
torów związanych z białkami G (GRK, G-protein- 
-coupled receptor kinases) [4], Dotychczas scharak­
teryzowano sześć kinaz GRK: GRK1 (kinaza rodop- 
synowa), G R K 2 i 3, także określane jako  kinazy 
1 i 2 receptora (3-adrenergicznego, GRK4, GRK 5 
i G R K 6 [30]. Enzymy te preferencyjnie fosforylują

zaktywowany receptor lub receptor związany z ligan­
dem. Trzecia pętla cytoplazmatyczna oraz C- koniec 
receptora stanowią przypuszczalne miejsca regulowa­
ne przez procesy fosforylacji [31-33]. Zaobserwowano 
również, że dimer (3y wzmacnia działanie niektórych 
kinaz G R K  poprzez indukcję ich przemieszczania do 
błony oraz ułatwianie interakcji z receptorami [34], 
W następstwie często dochodzi do desensytyzacji 
i zniesienia regulacji [35, 36]. Procesy te prowadzą 
z kolei do internalizacji receptora. Długotrwała eks­
pozycja receptora na działanie ligandu wywołuje także 
obniżenie ilości mRNA receptora, co stanowi wyraz 
regulacji długo działających mechanizmów pow odują­
cych represję genów receptora.

IV. Interakcje między białkami G

Białka G mogą komunikować się między sobą 
poprzez zgodne działanie dwu lub więcej receptorów 
sprzężonych z tymi samymi białkami G [37], Jest to 
działanie zbieżne — konwergencja. Drugi rodzaj ko­
munikowania się może występować, kiedy jeden recep­
tor przenosi sygnał hormonalny na różne białka G. 
Jest to działanie rozbieżne — dywergencja [ 8]. Takie 
porozumiewanie między poszczególnymi białkami 
G i receptorami horm onów w różnych tkankach 
wydaje się być niezwykle ważne. Występuje ono np. 
w komórkach przysadki syntetyzujących prolaktynę 
(PRL), w osteoblastach oraz kom órkach mięsaka kości 
(osteosarkoma). W modelu komórek przysadki two­
rzenie cA M P wzrasta pod działaniem TRH i VIP, 
bowiem oba te peptydy aktywują cyklazę adenylano- 
wą poprzez białko G s [38]. N atom iast synteza cA M P 
obniża się w wyniku działania somatostatyny i dopa- 
miny, które działają inhibująco na podjednostkę ot G i2 
[39]. Wykazano także, że receptory TRH i parathor- 
monu sprzężone z białkami G s i G q wyraźnie wzmagają 
syntezę cAMP, I P 3 i D A G [9, 40]. Aktywny kompleks 
hormon-receptor powoduje uwolnienie podjednostki 
ot od trimeru ot(3y, co w następstwie może prowadzić do 
zaburzenia działania innych efektorów i w ten sposób 
komplikować wewnętrzne porozumiewanie się między 
białkami G [5, 10, 41],

V. Efektory białek G

Dotychczas najlepiej poznanym efektorem białek 
G jest cyklaza adenylanowa, która katalizuje po­
wstawanie cyklicznego 3',5’-adenozynomonofosfora- 
nu. Opisano dziewięć wyraźnie zróżnicowanych izo- 
form cyklazy, które na podstawie sekwencji i funk­
cjonalnych podobieństw podzielono na 6 klas [42]. 
Niektóre cyklazy ulegają aktywacji przez białka G s 
jedynie w obecności kompleksu C a 2 + /kalmodulina, 
lub gdy jednocześnie fosforylowane są przez PK C (np. 
I typ AC), a także kiedy fosforylacja przez PKC 
zachodzi w obecności dimeru (Ty (typy II, III i V AC) 
[43]. Niektóre hormony powodują hamowanie aktyw­
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ności cyklazy, jednak w tym wypadku sygnał przekazy­
wany jest przez białka Gj, głównie podjednostki ocP i a j3. 
Ponadto  inhibicja AC może być wynikiem działania 
dimeru (3y [44], Szczególnie mocno hamowany jest 
I typ cyklazy adenylanowej [45, 46].

Działania fizjologiczne obszernej klasy hormonów, 
neurotransmiterów i czynników wzrostu wyjaśnia się 
ich zdolnością do aktywacji specyficznej fosfolipazy 
C (PLC), kolejnego enzymu efektorowego, który ka ta ­
lizuje hydrolizę fosfatydyloinozytolo-bis-fosforanu 
(P IP 2) do inozytolo 1,4,5-trifosforanu (IP 3) i diacylo- 
glicerolu (DAG) [41]. Ostatnie prace zidentyfikowały 
podrodziny białka G q działające jako regulatory tych 
przemian. Badania prowadzone z oczyszczoną, rekom- 
binowaną formą PLC P1>2 i podjednostką a q białka 
G lub podjednostką a u  potwierdziły te doniesienia 
[10]. N atom iast PLC P3 w mięśniach gładkich ak ­
tywowana była przez kompleks Py [47],

Białka G regulują także kanały jonowe. Wykazano, 
że G s aktywują wrażliwe na dihydropirydynę zależne 
od napięcia kanały C a 2 + w mięśniach i hamują kanały 
N a + w sercu [48, 49]. Zaobserwowano, że modulacja 
tych samych neuronalnych kanałów C a2+ zależnych 
od napięcia może również zachodzić poprzez różne 
białka G [50]. Niektóre podtypy podjednostki ot, 
białka G jak np. podjednostką a l3 (po indukcji somato- 
statyną) stymulowała kanały K + [51]. Również ak­
tywność kanałów K + zależnych od C a2+ wzrastała 
w obecności białek G; i G 0 [52], W miocytach specyfi­
czne kanały K + związane z receptorem muskaryno- 
wym aktywowane były przez białko G,, zależne od 
PTX [53]. Ostatnie doniesienia wskazują także na 
udział dimeru Py w modulacji aktywności kanałów K + 
w sercu [54],

VI. Udział białek G w procesie wzrostu 
i różnicowania komórek

Stężenie komórkowe białek G i i G 0 jest wyższe niż 
białek G q i G s, co sugeruje, że ich rola może być 
bardziej złożona [10]. Podrodzina G 0 obecna w czop­
kach wzrostu neuronalnego prawdopodobnie jest m o­
dulatorem wczesnego wzrostu neuronalnego i uczest­
niczy w synaptycznym przemieszczeniu cząsteczek 
u dorosłych osobników [10]. W synaptosomach em b­
rionów kurzych hormony tyroidowe zmniejszały ak ­
tywność G TPazow ą białka G u [55]. Modulacja ak ­
tywności tego białka zmienia proces tworzenia w tór­
nych przekaźników i wiązana jest z regulacją prolifera­
cji i różnicowania neuronów. Przy zastosowaniu tech­
nik immunohistochemicznych ustalono, że regulacja 
wzrostu aksonów włókien wzrokowych myszy związa­
na była z wrażliwymi na PTX białkami G 0 i G, [56], 
N a  razie dane o działaniu białek G należących do 
innych rodzin są nieliczne, ale wykazano np. że białka 
rodziny G 12 uczestniczą w procesach proliferacji ko­
mórek [10, 57], Prawdopodobnie zachodzi to poprzez

bezpośrednią stymulację kinaz białkowych związa­
nych z aktywacją mitozy. W związku z tym uważa się, 
że ta klasa białek G może uczestniczyć w różnicowaniu 
komórki, podobnie jak wykazano to dla białek G i2 [14, 
58], Podjednostką a i3 zlokalizowana w kompleksie 
aparatu Golgiego wiązana jest z sekrecją zgromadzo­
nych tam białek; towarzyszy też transportowi pęche­
rzyków [59, 60],

Osteoblasty nim staną się osteocytami mineralizują- 
cymi układ kostny, w czasie swego życia podlegają 
procesom wzrastania i mineralizacji. W tym cyklu 
przemian biorą udział różne geny zależne od stopnia 
dojrzałości osteoblastu, jak np. geny kolagenu typu 
I i histonu 4 w stadium proliferacji, a fosfatazy al­
kalicznej i białka GLA (osteokalcyna) w stadium 
mineralizacji [61]. Wykazano, że istnieje korelacja 
między endogennym poziomem białka G l2 i stopniem 
dojrzałości osteoblastycznej. Analizy PCR genów, ko­
dujących kolagen I i fosfatazę alkaliczną w komórkach 
transfekowanych m utantem podjednostki oc białka G j2, 
wykazały nieznaczne zmniejszenie poziomu odpowie­
dniego mRNA. Co więcej, poziomy mRNA receptorów 
kalciolu i osteokalcyny wzrastały. Poza tym stwier­
dzono, że poziom mRNA receptora PTH, interleukiny 
1 i transformowanego czynnika wzrostu (3 (TGF(3) był 
znamiennie obniżony [62]. Dane te wskazują, że 
białko G i2 prawdopodobnie skraca fazę proliferacji, 
a podnosi stopień komórkowego różnicowania proce­
sów mineralizacji. Ponieważ przemiany, w których 
uczestniczą białka G ,2 wydają się być ściśle związane 
z mitotyczną aktywacją kinaz białkowych pobudza­
nych przez czynniki wzrostu, to ten model może 
przyczynić się do wyjaśnienia funkcji białka G we 
wzroście i różnicowaniu komórki.

W hodowlach mysich preadypocytów i adypocytów 
lokalizacja podjednostek ot różniła się w zależności od 
stopnia zróżnicowania komórek [63]. G 5a i G i0(3 wy­
stępowały w cytoplazmie, natomiast G jal i G ia2 w bło­
nie plazmatycznej. Translokacja dwóch ostatnich 
związana była z dojrzewaniem komórek. Linia kom ór­
kowa 3T3-L1 preadypocytów przekształcała się w for­
my dojrzałe po stymulacji insuliną, deksametazonem 
lub inhibitorem fosfodiesterazy, IBMX [64, 65]. K o­
mórki nadmiernie zróżnicowane akumulują więcej 
triacylogliceroli i fosfolipidów niż komórki kontrolne, 
prawidłowo zróżnicowane. Okazało się także, że biał­
ko G  w stanie aktywnym pobudza enzymy metabolizu­
jące tłuszcze: syntetazę palmitoilo-CoA i acylotrans- 
ferazę glicerolo-3-fosforanową do poziomów, daleko 
przekraczających wartości w zróżnicowanych kom ór­
kach kontrolnych [9], Dość interesujące jest spost­
rzeżenie, że efekty obserwowane w kom órkach nad ­
miernie zróżnicowanych (superdifferentiated cells) m o­
gą częściowo zachodzić w komórkach kontrolnych 
w obecności kwasów tłuszczowych. Ale należy pamię­
tać, że wszystkie hormonalne drogi regulacji i m odulo­
wania po stosowaniu kwasów tłuszczowych mogą 
wzajemnie się zaburzać [66],
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VII. Regulacja ekspresji podjednostek białek G

W wielu patologicznych stanach zachodzą zmiany 
ekspresji, a w efekcie funkcji, podjednostek białek G. 
Większość tych zaburzeń uważana jest za wtórną, 
z powodu zmienionego stanu hormonalnego. W cuk­
rzycy hipoinsulinowej i otyłości izolowane błony ko­
mórek wątroby myszy wykazały obniżoną zawartość 
podjednostki a  białek G i2, G i3 i podjednostki (3, bez 
wykrywalnych zmian ilościowych podjednostki ot bia­
łek G s [67]. Horm ony steroidowe oddziaływują na 
komórki docelowe przez wewnątrzkomórkowe, jąd ­
rowe receptory, a do ich modelu działania genomowe- 
go należą zmiany w ekspresji różnych podjednostek 
białek G. I tak np. w adrenolektomii obserwuje się 
niedobór receptora AC w sercu oraz rdzeniu nerki 
szczura. W linii komórkowej mięsaka kości podanie 
deksametazonu powoduje wzrost poziomu podjednos­
tki a  białka G s, a równocześnie znacznie mniejszy 
wzrost podjednostki a  białka G¡ [68]. Nadmierne 
stężenie glukokortykoidów prowadzi do stymulacji 
cyklazy adenylanowej w osteoblastach i fibroblastach, 
podobnie jak w kom órkach neuroblastoma (nerwiak) 
i miocytach [69], Podobnie hormony płciowe regulują 
ekspresję genów białek G. Przemawia za tym stwier­
dzenie, że w czasie cyklu rujowego zmieniają się ilości 
specyficznych białek G w przednim płacie przysadki, 
a w czasie ciąży także w mięśniówce macicy [70, 71]. 
W hipokampie szczura kortykosteron wpływał na 
poziom podjednostek a  białek G s, G n, G l2 oraz G 0, nie 
zmieniając przy tym ich wewnątrzkomórkowej lokali­
zacji [72]. Wiele efektów działania hormonów tar­
czycy polega na modulacji dróg przekazywania syg­
nału adrenergicznego. Receptory a- i (3-adrenergiczne 
modulowane są zarówno w hipo- jak i hipertyroidyz- 
mie [73]. U zwierząt hipotyroiayzm prowadzi do 
szczytowego wzrostu podjednostki ot i (3 białka G¡ 
w tkance tłuszczowej, podczas gdy poziom podjednos­
tki ot białka G s jest normalny [74], Badania przep­
rowadzone u ludzi i zwierząt dają różniące się wyniki, 
ale większość prac odnotowuje w hipotyroidyzmie 
wzrost ekspresji podjednostki ot białek G,.

VIII. Podsumowanie

Przedstawione w tej części dane koncentrują się 
głównie na budowie i mechanizmie działania białek G, 
także modyfikacjach, którym podlegają oraz ocenie 
ich udziału w niektórych chorobach endokrynologicz­
nych. Obecnie wiadomo, że kardiomiopatia, a lkoho­
lizm, różnego rodzaju uzależnienia czy zaburzenia 
metaboliczne mogą dotyczyć dysfunkcji jednego lub 
kilku białek G [75-78]. W ostatnich latach wykazano, 
że mutacje receptorów wiążących białka G, a także 
podjednostek a  związane są z występowaniem wielu 
chorób takich, jak osteodystrofia, cukrzyca, syndrom 
McCune-Albright czy przedwczesne dojrzewanie chło­
pców [79], Identyfikacja powstających zmian może

mieć fundamentalne znaczenie diagnostyczne oraz 
potencjalne terapeutyczne, co wskazuje, że białka 
G długo jeszcze będą w centrum zainteresowania 
współczesnej biochemii.
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Zaakceptowano do druku 30 marca 1998 r.
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Wykaz stosowanych skrótów: G T P  — guanozynotrifosforan; 
G D P  -  guanozynodifosforan; cA M P cykliczny 3’5’ade- 
nozynom onofosforan; PTX toksyna krztuśca; CTX to ­
ksyna cholery; PLC fosfolipaza C; PK C  — kinaza 
białkow a C; CA cyklaza adenylanow a; PLA 2 — fos­
folipaza A2; TXA2 —  trom boksan  A2; TRH  — horm on 
tyreotropow y;

I. Wstęp

Białka G są transmembranowymi proteinami stano­
wiącymi pomost między receptorami czynników ze- 
wnątrzkomórkowych jak np. horm onów, neurotrans- 
miterów, a błonowymi efektorami jak  np. kanałami 
jonowymi czy enzymami katalizującymi powstawanie 
wtórnych przekaźników informacji. Głównymi enzy­
mami związanymi z działaniem białek G są: cyklaza 
adenylanowa, fosfolipaza C oraz fosfolipaza A2. Białka 
G  są heterotrimerami zbudowanymi z podjednostki 
a  zawierającej miejsce wiązania nukleotydów gua- 
ninowych G D P  i G T P  i posiadającej aktywność 
G T P-azow ą oraz z podjednostek (3 i y, tworzącymi 
kompleks (3y [1].

Klasyfikacja białek G opiera się o różnice istniejące 
w budowie i właściwościach podjednostki a. Niektóre 
podjednostki a białek G zawierają domenę, która 
ulega modyfikacji przez toksyny bakteryjne. Toksyna

* d r n. med ** prof. dr hab. 1 Insty tu t Endokrynologii
A kadem ii Medycznej 91-425 Łódź, ul. Sterlinga 3 2 II Zakład 
Biochemii Instytutu Fizjologii i Biochemii Akademii M edy­
cznej 90-131 Łódź, ul. L indleya 6.

krztuśca (PTX) jest powszechnie stosowana jako  czyn­
nik charakteryzujący udział heterotrimerycznych bia­
łek G w procesach sygnalizacji w komórce. Toksyna ta 
katalizuje ADP-rybozylację specyficznych podjed­
nostek a  białek G z rodziny G, i G s, a ta modyfikacja 
uniemożliwia współdziałanie receptora z białkiem G. 
Toksyna cholery (CTX) natomiast katalizuje ADP- 
-rybozylację podjednostki a, blokując jednocześnie 
aktywność GTP-azową tej podjednostki, co prowadzi 
do przedłużenia aktywacji białka G [2],

Do białek G posiadających podjednostkę wrażliwą 
na działanie toksyny krztuśca zalicza się białka G s, 
które głównie uczestniczą w stymulacji cyklazy adeny- 
lanowej oraz białka G, (z podjednostkami , a i2, a ol 
i a o2) które pośredniczą w hormonalnej inhibicji 
cyklazy adenylanowej, a także w regulowaniu aktyw­
ności kanałów wapniowych i potasowych.

Wśród białek niewrażliwych (opornych) na toksynę 
krztuśca (PTX) wyróżnia się białka G q z podjednost­
kami ocq, a u , ot14, oc15, a 16, białka G 12 i a 13) i jedno 
z rodziny białek G p a mianowicie białko G y [ref w 3]. 
Stwierdzono, że podrodzina G z białka G; nie posiada 
reszty cysteiny, która jak wiadomo jest miejscem 
oddziaływania PTX [4, 5]. Białka G niewrażliwe na 
PTX są obecne we wszystkich tkankach człowieka; 
wyjątek stanowią białka G z, których obecność wyka­
zano głównie w neuronach oraz w płytkach krwi 
i kom órkach chromochłonnych [6], N a  przykład 
białko G 14 jest charakterystyczne dla śledziony, nerek, 
jąder i tkanki płucnej [7]. Białka G 15 i G 16 występują 
głównie w komórkach hematocytów a ich poziom
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Tabela 1.
Klasyfikacja  białek G.

P o d je d n o s tk i
W raż l iw ość  
na  tok sy n y A k ty w a to r - re c e p to r Efektor M od y f ik ac je W y s tęp o w an ie

G, Ns, C T X
P T X

h o rm o n y
Padrencrg iczne
g lu k ag o n

] CA
|  k a n a ł  C a 2 + 
l  k a n a ł  N a  +

A D P -ry b o z y la c ie
PKA(?)

wszystkie
tkanki

N o

«cif C T X subs tanc je  zap ac h o w e |  CA A D P -ry b o z y la c je k o m ó rk i  w ęchow e

G, “ .1
«<2

C T X , PTX r o d o p s y n a  świa tło |  c G M P - P D E A D P -ry b o z y la c je pręciki s ia tk ó w k i  o k a

P T X , (CTX) rec. m u sk a ry n o w e .  
ot-adrenergiczne

|  k a n a ł  K + A D P -ry b o z y la c je  
mirys ty lacje  
pa lm ity lac je  
P K C  ( ty lko oci2) 
c G M P - k i n a z a  PKA(?)

gł. tk. n e rw o w a

«,2 i  CA
|  k a n a ł  C a 2 +

wszystkie
tkank i

3 i  CA

a o!

“ o2

PTX , (CTX) j.w. j  k a n a ł  C a 2 + 
t  P L C
T p l a 2(?)

A D P -ry b o z y la c je
mirys ty lacje
palm ity lac je

tk. n e rw o w a  
kom . e n d o k ry n n e

a g P T X , (CTX) 9 kw'. a r a c h id o n o w y kom. sm a k o w e

ri r m u sk a ry n o w e ,  T X A , j  CA mirystylacje  
pa lm ity lac je  
kw. a r a c h id o n o w y  
P K C

tk. n e rw o w a  
płytki krwi

G q N

<Xn 

« 1 4  

Ot, 5

« 1 6

m u sk a ry n o w e t  p -P L C palm ity lac je wszystkie tk an k i  
hem a to cy ty

g 12 « 1 2

« 1 3

t x a 2
t ro m b in a

N a ' H ' 

T P L A 2(?)
palm ity lac je  
acylacje o t ,3

wszystkie tk a n k i  
płytki krwi 
neu rony

py i  CA I 
t C A  II i IV 
t  P L C  w 
g ran u lo cy tach  
|  P L A 2 w  m ózgu  
j  k a n a ł  K + w sercu

P T X  —  to k s y n a  krz tuśca;  C T X  —  to k sy n a  cholery; P L C  —  fosfolipaza C; P L A 2 —  fosfolipaza A 2; P D E  —  fosfodiesteraza;  T X A ,  —  t r o m b o k s a n  
A 2; P K C  —  k in aza  b ia łk o w a  C; P K A  —  k inaza  b ia łkow a  A; CA —  cyklaza  a d e n y la n o w a

maleje wraz z dorastaniem komórek. Białko G z, mimo 
że jest oporne na PTX, zaliczane jest do rodziny białek 
G, ze względu na hamujące działanie na cyklazę 
adenylanową. Podział białek G z uwzględnieniem ich 
efektorów przedstawia tabela 1.

II. Ogólna charakterystyka białek G niewra­
żliwych na PTX

II-l. Białka Gz

Białka G z, początkowo nazywane białkami G x, 
zostały opisane po raz pierwszy w roku 1988 przez 
dwie niezależne grupy badaczy [5]. Stwierdzono pew­
ne podobieństwo w sekwencji aminokwasów tych 
białek do sekwencji białek G, i G 0 wrażliwych na

toksynę krztuśca. Późniejsze badania wykazały jed ­
nak, że białko G z nie jest substratem dla toksyny 
krztuśca [3], Mimo to nadal zaliczane jest do rodziny 
białek G,, gdyż podobnie jak  podjednostki ot, i ocQ białek 
G, podjednostka ocz może być acylowana kwasem 
mirystylowym i palmitynowym.

Białka G z występują głównie w neuronach i płytkach 
krwi. W innych tkankach nie stwierdzono ich obecno­
ści lub występują w bardzo niskich stężeniach. Lokali­
zacja taka sugeruje ich specyficzną rolę w procesach 
zachodzących w kom órkach  tych tkanek [3].

Na razie brak danych, które charakteryzowałyby 
receptor lub efektor związany wybiórczo z białkiem 
G z. Wykazano jednak, że receptor muskarynowy 
acetylocholiny M 2 może aktywować podjednostkę a z 
otrzymaną z E.coli [8], Stwierdzono natomiast, że
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transfekcja w komórkach podjednostki a z z podjed- 
nostką oc2 białek G współdziałających z receptorami 
adrenergicznymi, dopaminergicznymi D 2 i adenozyny 
A l prowadzi do niezależnej od PTX inhibicji cyklazy 
adenylanowej. Wskazuje na to udział białek G z w ha­
mowaniu przekazywania sygnału z receptora na cyk- 
lazę adenylanową. Fizjologiczne znaczenie tego efektu 
nie jest dotychczas w pełni poznane, zwłaszcza, że 
inhibicja cyklazy adenylanowej w komórkach tkanek 
bogatych w białka G z zachodzić może również w spo­
sób zależny od PTX [9],

Podstaw owa aktywność GTP-azowa, czyli hydro­
liza nukleotydu guanylowego, jest szczególnie ważna 
dla białka G z, bowiem reakcja ta zachodzi tu bardzo 
wolno, nawet przy optymalnych (niskich mikromolar- 
nych) stężeniach jonów M g2 + . Proces ten praktycznie 
osiąga wartości zerowe przy stężeniach milimolarnych 
M g 2+ [6]. Zjawisko odwrotne ma miejsce przy wyso­
kich stężeniach M g 2 + , co może być wyraźnym syg­
nałem do stymulacji wymiany nukleotydu, ale jest ono 
charakterystyczne dla innych białek G, nie zaś dla 
białek G z [10]. Mechanizm, który hamuje wymianę 
nukleotydu w białku G z ciągle nie jest jasny, ale istnieją 
dane, że efekt ten pojawia się na etapie dysocjacji G D P  
[6], Hamowanie procesu hydrolizy przez jony M g2 + 
zaobserwowane u G za jest podobne do procesu za­
chodzącego u białek Ras [11].

Wykazano, że nienasycone składniki lipidów takie 
jak np. kwas arachidonowy, hamują wymianę nuk­
leotydu białek G zoc [12]. Mechanizm tej supresji 
polegać ma na wiązaniu negatywnie naładowanych 
kwaśnych lipidów z wolną postacią nukleotydu białka 
G za, które jest w ten sposób nieodwracalnie inak- 
tywowane. Ten rodzaj interakcji lipid-białko ma zatem 
konsekwencje funkcjonalne. Inhibicja ta jest specyficz­
na dla ocGz, natomiast inne białka G są niewrażliwe na 
obecność tych łipidów. Warunkiem pojawienia się 
inhibicji jest obecność grupy karboksylowej, podczas 
gdy inne pochodne alkoholowe kwasów (20:4; 20:0; 
18:3; 18:2; 18:1) nie dają podobnego efektu. Kwas 
archaidonowy w stężeniu 120 pM powodował prawie 
całkowitą inhibicję wiązania ocGz z G D P, a także 
niehydrolizującym analogiem GTPS. Do inaktywacji 
wiązania G T P  wywołanej przez kwasy tłuszczowe 
niezbędne jest odłączenie G D P  od a z [12]. Rysuje się 
hipoteza, że mechanizm inaktywacji białek G z wywoła­
ny przez nienasycone kwasy tłuszczowe przebiega 
poprzez oddziaływanie kwasu z formą białka G z nie 
związaną z nukleotydem. Brak jest dokładnych danych 
dotyczących fizjologicznego znaczenia tego procesu. 
Podobne działanie nienasyconych kwasów tłuszczo­
wych na inne białka biorące udział w przekazywaniu 
sygnału w komórce (np. kinaza C), sugeruje potencjal­
ną rolę lipidów w modulowaniu tego procesu przy 
udziale białek G z. Fakt ten jest o tyle interesujący, że 
tkanki w których występują białka G z znane są 
z m agazynowania znacznych ilości kwasu arachidono- 
wego i wysokiej aktywności PL A 2. Kwas arachidowy

(20:0) nie wpływał na wiązanie G TPS przez białko a G z 
co sugeruje, że podstawowym warunkiem wywołania 
efektu jest obecność podwójnego wiązania. Inne cis- 
-nienasycone kwasy (olejowy, linolowy i linolenowy) 
wykazują działanie podobne do arachidonianu, lecz 
wymagają znacznie wyższych stężeń. Trans nienasy­
cone kwasy są słabymi inhibitorami opisanego pro­
cesu [12].

Większość podjednostek oc białek G opornych na 
PTX może być modyfikowana przez palmitynian. 
Palmitynian w procesie posttranslacyjnym wiąże się 
wiązaniem tioestrowym z jedną lub kilkoma resztami 
cysteiny występującymi blisko N-końca, a modyfika­
cja ta jest odwracalna [13-16]. Sugeruje się, że pal­
mitynian jest podstawowym związkiem łączącym biał­
ka G z z błoną, co stanowi o ich funkcji sygnalizacyjnej 
w komórce [14]. Inne dane podkreślają znaczenie nie 
tyle palmitynianu w tych procesach, ale reszt cysteiny, 
które służą jako  miejsca palmitylacji np. białek o:Gq 
i stanowią miejsce krytyczne dla jego funkcji [17]. Np. 
dla ocGz palmitynian nie jest niezbędny dla procesu 
sygnalizacji, ponieważ w przypadku zmutowanego 
białka (zmiana cysteiny na alaninę) następuje wyraźne 
hamowanie aktywności cyklazy adenylanowej [18]. 
Jednakże potencjalna rola palmitylacji w procesach 
sygnalizacji z udziałem białek G wydaje się nie budzić 
wątpliwości. Poza palmitylacją podkreśla się również 
znaczenie innej ko-translacyjnej modyfikacji z udzia­
łem kwasu mirystylow'ego. Modyfikacja ta polega na 
związaniu kowalencyjnym wiązaniem amidowym z re­
sztą glicyny na N-końcu białka. Ta, jak się okazało, 
stabilna modyfikacja ważna jest dla lokalizacji tych 
białek w błonie komórkowej. Mirystylacja wzmaga 
również powinowactwo rodziny białek G, do kom ­
pleksu Py [19-21].

Inną, ważną biochemicznie cechą przynajmniej 
dwóch niewrażliwych na PTX białek G jest możliwość 
ich fosforylacji. Dotyczy to cxGz i ocG12. Są one 
znakomitymi substratami dla kinazy białkowej 
C w badaniach in vitro [22, 23]. Aktywacja PK C  
w płytkach przez takie czynniki jak trombina, trom- 
boksan A2, analogi i estry forbolu, prowadzi do szyb­
kiej fosforylacji podjednostki ocGz[22-24], Potwier­
dzono, że PK C  fosforyluje a z w sposób selektywny 
bowiem enzym ten nie katalizuje fosforylacji podjed­
nostek a, oraz ocq. Selektywność obserwowana była 
również w stosunku do innych kinaz białkowych, gdyż 
ani kinaza zależna od cG M P, ani kinaza białkowa 
A zależna od cA M P nie fosforylują podjednostki ocz. 
Badania wykonane na płytkach krwi wykazały, że 
fosforylacja podjednostki ocz blokuje oddziaływanie 
pomiędzy poszczególnymi podjednostkami tego biał­
ka. Pierwotnym miejscem fosforylacji jest seryna27 
znajdująca się blisko N-końca [22, 25]. Biologiczne 
znaczenie tej fosforylacji jest nadal niejasne, chociaż 
wiadomo, że fosforylacja tak G zoc, jak  i G  j 2, blokuje ich 
współdziałanie z kompleksem Py [23, 26], Wyciągnąć 
można stąd wniosek, że może to być mechanizm
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regulacyjny osłabiający sygnalizację podjednostek 
ot białek G. Chociaż dostępne dane mogą budzić pewne 
wątpliwości, to ogólnie zakłada się, że fosforylacja 
może spełniać rolę głównego mechanizmu regulujące­
go aktywność białek G, w tym także otGz i otG12.

Z białkami G v może współdziałać również receptor 
fM LP (peptydu-N-formylometionyloleucylofenylo- 
alaniny), znanego czynnika chemotaktycznego p rodu­
kowanego przez bakterie i stymulującego m.in. PI- 
-PLC [27],

II-2. Białka G12 i G13

Białka G 12 i G 13 różnią się od innych białek 
G sekwencją aminokwasową i mogą tworzyć własną 
podgrupę w rodzinie białek G q. Jak się okazało, nie są 
one wrażliwe na toksynę krztuśca oraz wykazują brak 
transferazy N-mirystylowej, co sprawia, że najpraw­
dopodobniej nie są także mirystylowane [28],

Podjednostki ot12 i ot13 występują głównie w liniach 
komórkowych neuronów, a szczególnie wysoki po­
ziom cnl3 wykryto również w płytkach krwi [3],

Badania na liniach N IH  3T3 fibroblastów myszy 
wykazały, że typ ot12 odgrywa istotną rolę w chorobo­
wym namnażaniu komórek. Wywołana mutacja białek 
G innych rodzin oti2, naturalnie występujących w gu­
zach tkanek endokrynnych, nie wywołuje zmian w ko­
mórkach NIH 3T3. Świadczy to o tym, że różne białka 
G pełnią różne role uzależnione od typu komórek 
w których występują. Oprócz przypisywanego im 
znaczenia jako czynników o dużym potencjale on- 
kogennym, białka z rodziny a 12 biorą również udział 
w procesach komórkowych zachodzących podczas 
organogenezy [29, 30],

III. Sygnalizacja komórkowa z udziałem 
białek G niewrażliwych na PTX

Dotyczczasowe wstępne obserwacje wykazały, że 
wiele procesów sygnalizacji w komórce jest zależnych 
od białek G  opornych na PTX. Skupiono zatem uwagę 
nie tylko na identyfikacji tych białek, ale także na 
charakterystyce specyficznych dróg sygnalizacji, 
w których te białka uczestniczą. Najlepiej opracowano 
to zagadnienie dla białek G q [31].

III-l. Sygnalizacja z udziałem białka Gq

Proces ten został dobrze scharakteryzowany ponad 
pięć lat temu. Polega on na bezpośredniej stymulacji 
przez podjednostkę a G q izoenzymów [3 PLC, nawet 
w warunkach in vitro. Powoduje to wzrost stężenia 
wewnątrzkomórkowego C a2 + i w następstwie aktywa­
cję PKC. Działanie białek G q w obrębie tej podrodziny 
może różnić się siłą i specyficznością wobec izo­
enzymów PLC [32-37], Pojawia się również wiele 
doniesień wskazujących na możliwość połączenia ak ­
tywacji przez białka G q z kaskadą kinazy MAP.

Sugeruje się jednakże, że ta interakcja nie zachodzi 
bezpośrednio, ale również na drodze aktywacji PLC 
[38-40],

III-2. Sygnalizacja z udziałem białka G,2

Działanie docelowe podrodziny białek G 12 nie jest 
na razie w pełni określone, dlatego sygnalizacja za­
chodząca z ich udziałem stanowi przedmiot intensyw­
nych badań [41]. Wykazano, że silne aktywatory 
płytek krwi, jak tromboksan A, i trombina, aktywują 
białka G 12 i G ]3 w błonach płytek krwi ludzkiej. 
Badania oparto  o określenie zależnego od receptora 
stopnia przyłączania nie hydrolizującego fotoreaktyw- 
nego analogu (or32P) G T P  do podjednostek oc12 i x l3 
otrzymanych z błon płytkowych. Oba białka wiązały 
analog bardzo wolno w obecności agonów receptora, 
co różni te białka od innych białek z rodziny Gj i G 0, 
szybko wiążących nukłeotyd w podobnych w arun­
kach. Przyłączenie analogu G T P  do a 12 i oc13 w o d ­
powiedzi na aktywację receptorów TXA2 i trombiny 
zachodziło po upływie 30 minut. Zakłada się zatem, że 
cała pula białek G 12 i G 13 wiążących się z receptorem 
TXA2 i trombiny w płytkach staje się zdolna do 
aktywacji. Fizjologiczne znaczenie opóźniania tego 
procesu nie jest jednak jeszcze znane [41-44],

N atom iast ważną konsekwencją aktywności białek 
G 12 jest ich udział w modulacji wymiany N a +/H  + 
w błonach płytek krwi [45, 46],

Białka G 12 uczestniczą także w regulacji wzrostu 
komórki. Jak wykazano synteza DNA stymulowana 
trombiną jest zależna od białek G 12 [47], Zmutowane, 
aktywne podjednostki ocG12 i ocG13 wykazują potężną 
zdolność transformacji w fibroblastach [48-50]. M e­
chanizm tych procesów jest niejasny, jako  że nie 
zanotowano zaburzeń w stężeniach cAMP, cytozolo- 
wego C a2 + , białek zawierających fosfotyrozynę, także 
w aktywnościach PLC czy PLD  w tych kom órkach 
[49], Dane te potwierdziły następne obserwacje, że 
oczyszczone podjednostki ocG12 czy otG13 nie zmienia­
ły aktywności cyklazy adenylanowej (typi I, II i V), 
PLC, fosfolipazy D, oraz kinazy 3-fosfoinozytolu w ba­
daniach in vitro [51, 52],

III-3. Sygnalizacja z udziałem białek Gz

Ocena funkcji sygnalizacyjnych białek G y stanowi 
ciągle intrygujący problem z uwagi na dość ograniczo­
ny model ekspresji i odmienne właściwości biochemi­
czne tych białek. Podobnie jak w przypadku rodziny 
białek G 12, większość danych dotyczących sygnaliza­
cji za pośrednictwem białek G y odkryto na podstawie 
badań ekspresji heterologicznej w komórkach nie­
uszkodzonych. Wykazano zdolność ocG/ do bezpo­
średniego hamowania cyklazy adenylanowej w w arun­
kach in vitro, kiedy guanozyno-5’-y-thio-trifosforano- 
wy ligand a G 7 hamował I i V typ cyklazy adenylanowej 
[51]. W arto podkreślić, że podobnie jak a G 7, typ
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I cyklazy adenylanowej jest główną formą występującą 
w układzie nerwowym, natomiast typ V CA przeważa 
w mięśniu sercowym i mózgowiu [53, 54].

Wykazano, że białka G z mogą łączyć się z różnymi 
receptorami, które zazwyczaj aktywują białka G, [27, 
55-58], Wydaje się nie budzić wątpliwości stwier­
dzenie, że białka G z mogą współdziałać z różnymi 
receptorami i mogą wiązać je w procesie inhibicji 
różnych efektorów np. cyklazy adenylanowej.

W arto  chyba podkreślić, że białka G z mogą uczest­
niczyć w hormonalnej inhibicji syntezy cA M P w więk­
szości komórek. Wyższa ekspresja a z w mózgu niż 
innych tkankach sugeruje, że niewrażliwa na PTX 
inhibicja syntezy cA M P  może również zachodzić w ko­
mórkach i błonach neuronalnych. Jakkolwiek mecha­
nizm inhibicji akumulacji cA M P przez az jest na razie 
nieznany, to podobieństwo sekwencji aminokwasowej 
między a z a a, wykazuje ścisłą ewolucyjną zależność 
między tymi białkami, k tóra może być równoznaczna 
z pokrywaniem się ich funkcji sygnalizacyjnej. Pozos­
taje do wyjaśnienia lub białka G z zmniejszając akum u­
lację cA M P bezpośrednio czy pośrednio przez inne 
drogi sygnalizacyjne i czy mogą zastępować białka G, 
w regulacji innych efektorów takich jak P L A 2, PLC 
oraz kanały potasowe i sodowe [9].

P a r k e r  i ws p .  [8] stwierdzili, że kiedy rekom- 
binowaną podjednostkę a G z wprow adzono do recep­
torów muskarynowych M 2 występujących w pęcherzy­
kach fosfolipidów, wówczas zastosowanie agonisty 
receptora muskarynowego może stymulować wymia­
nę nukleotydu w podjednostce otGz. Podobne eks­
perymenty były także prowadzone z innymi przed­
stawicielami białek G, (ocGa , a G ]2, ocGl3, a G J .

Zakłada się również udział a G z w syntezie fosforanu 
inozytolu, chociaż z drugiej strony zwraca uwagę brak 
wyraźnego rozróżnienia między bezpośrednią stymu­
lacją PLC przez podjednostkę a G z, a pośrednią stymu­
lacją w uwalnianiu kompleksu (3y [55]. Równocześnie 
podkreśla się zdolność stymulacji wytwarzania fos­
foranów inozytolu przez otGq, ocGn , i ocGz, jako 
odpowiedź na T R H  i na otwarcie kanałów wap­
niowych typu L, co jest również drugim efektem 
działania TR H  [59]. Inhibitory PK C blokują także 
aktywację kanałów indukowanych powtórnym zasto­
sowaniem TRH, ale uzyskane wyniki nie pozwalają na 
rozróżnienie, które z tych trzech białek uczestniczy 
w procesie supresji.

Injekcja dokom orow a antysensowych oligodeo- 
ksynukleotydów dla podjednostki otGz powodowało 
u szczurów redukcję ekspresji a G z w substancji szarej 
(40%), prążkowiu (41 %), wzgórzu (16%) i podwzgórzu 
(54%) [60-62]. N atom iast mechanizm przez który 
injekcje mogą wpływać na ekspresję ocGz jest nadal 
niejasny.

Podjednostką a G z podobnie jak  białka G 12, może 
brać udział w takich procesach sygnalizacji w kom ór­
ce, które regulują jej wzrost [63]. Obecność m utanta  
ocGz (Q205L) indukuje transformację fenotypu kom ó­

rek Swiss 3T3 i wzrost inkorporacji H 3-tymidyny 
w nieobecności czynników wzrostu. Nie wykryto 
zmian w aktywności CA w tych komórkach. Ta 
zdolność aktywnej otGz do transformacji kom órek jest 
podobna do wykazanej dla białka a G l2 wrażliwego na 
PTX [29]. Warto podkreślić, że zm utowana aktywna 
forma a G ]2 (R 179C) została wykryta w guzach jajnika 
i kory nadnerczy u ludzi [30]. Podobnie zm utowaną 
podjednostkę ocGz stwierdzono również w guzach 
przysadki i tarczycy u ludzi [64], Jest zatem możliwe, 
że mutacje podjednostek a białek G, w tym również 
ocGz, mogą wiązać się z procesem karcynogenezy 
u ludzi [65].

IV. Podsumowanie

Wśród białek G opornych na PTX, tylko dla 
podrodziny białek G q drogi sygnalizacji są dotychczas 
względnie dobrze poznane. Natomiast sygnalizacja np. 
przez białka G 12 ciągle pozostaje niejasna. Wskazuje 
się ostatnio na istnienie powiązania tej rodziny białek 
z różnymi drogami regulującymi wzrost i różnicowanie 
komórki. Podkreśla się też ich udział w regulacji 
wymiany Na + / H + i działanie na aktynę cytoszkieletu. 
Udział białek G z w sygnalizacji komórkowej nadal 
pozostaje w sferze dyskusji. W arto podkreślić, że 
mutacyjnie zaktywowane podjednostki a G z podobnie 
jak i a G , 2 czy ocG, 3 mogą powodować zmiany w feno­
typie niektórych komórek. Większość prac poświęco­
nych zagadkowemu białku G z wykazuje, że może ono 
być aktywowane przez pewną ilość receptorów, z k tó ­
rych większość również aktywuje inne białka z rodziny 
G¡, oraz, że zaktywowana podjednostką a G z może 
hamować przynajmniej dwa podtypy cyklazy adenyla­
nowej. Jako że ccGz nie jest substratem dla PTX, oraz, 
że proces hamowania aktywności CA jest zasadniczo
in vivo i in situ wrażliwy na PTX, to pytanie: czy
funkcja białka G z polega rzeczywiście na hamowaniu 
cyklazy adenylanowej pozostaje otwarte. Należy tu 
wziąć pod uwagę, że zarówno ocGz jak  i ocG12 są 
substratami dla PKC, a więc ich funkcja sygnalizacyj­
na może być blisko związana z sygnalizacją białek G q. 
Analiza dróg sygnalizacji białek z rodziny G z i G 12 
niewrażliwych na PTX w tkankach, sugeruje, że różne 
receptory, kanały jonowe jak również PLC są potenc­
jalnymi składnikami tego układu sygnalizacyjnego.

Artykuł otrzymano 29 września 1997 r.
Zaakceptowano do druku 12 kwietnia 1998 r.
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Wydawca prosi 
o kontakt tych, 

którzy chcieliby wykorzystać 
łamy „Postępów Biochemii” 

do reklamowania 
swych produktów i usług 
związanych z biochemią, 
biologią molekularną 
i biologią komórki.
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Od Redakcji

Uwaga P. T. Czytelnicy

Z przyjemnością zawiadamiamy o ukazaniu się interesującej książki:

Red. naukow y Jerzy Ba!
Badanie molekularne i cytogenetyczne w  medycynie. Elementy genetyki klin icznej 
wyd. 1, 16 ,5 x2 3 ,5  cm, s. 272 
cena kata logowa 33 zł

Książka przedstawia zastosowania i interpretację badań diagnostycznych z zakresu cytogenetyki i analizy 
kw asów  nukle inow ych w  medycynie. W  części ogólne j om ów ione zostały podstaw y m olekularne genetyki, 
zasady dziedziczenia oraz stosowane m etody badawcze. W  dalszej części przedstaw iono współczesne 
m ożliwości wykorzystyw ania tych metod w  diagnostyce chorób genetycznie uw arunkow anych, n o w o ­
tw o rów , chorób in fekcyjnych oraz w  medycynie sądowej. Autorzy pośw ięcili też miejsce om ów ien iu  
najnowszych osiągnięć badań nad genomem człow ieka, znaczeniem ich dla medycyny, a także współczesnym  
m ożliw ościom  leczenia i profilaktyki chorób genetycznych. Przedstawiono też problem y etyczno-m oralne 
towarzyszące rozw o jow i badań genetycznych oraz regulacje prawne obow iązujące w  tej dziedzinie.

Książkę można zamawiać w  w ydaw n ic tw ie  Springer PWN, 00-251 Warszawa, ul. M iodow a 10, 
tel. (022) 828 94 63, fax (022) 821 32-56.

Recenzje książek:

Sarah Benyon, "M E T A B O LIS M  AN D  N U TR IT IO N "
Faculty advisor Marek Dom iniczak 
Series editor Daniel Horton-Szar
Mosby, London, Philadelphia, St. Louis, Sydney, Tokyo,
Copyright M osby International Ltd. 1998.
244 pages 
ISBN 0 7234 29901

Książka jest jedną z kole jnych pozycji oryginalnej serii ,,M osby's Crash Course" w ydaw anej przez 
w yd a w n ic tw o  M osby pod redakcją Daniela Horton-Szar. Jest to  rodzaj „b ry k u ”  czy też raczej doskonale 
sporządzonych i opracowanych studenckich notatek (Sarah Benyon z United M edical and Dental Scholls of 
Guy's and St Thomas's Hospitals, UM D S, London), jednakże pod kontro lą merytoryczną dośw iadczonego 
nauczyciela akadem ickiego w  osobie dr Marka Dominiczaka z Uniwersytetu w  G lasgow (Faculty Adviser).

Ta zwięzła, licząca zaledwie 230 stron książka jest bardzo dobrym  przykładem integracji medycznego 
nauczania przedklin icznego i klin icznego. Podkreśla ona bardzo wyraziście klin iczne im plikacje biochem ii i na 
pew no wskaże i u ła tw i studentom  przyswojenie szczególnie tych aspektów  biochem ii, które mają największe 
znaczenie dla dalszego nauczania klinicznego. Całość ujęta jest w  cztery części.
Część I, licząca 147 stron, zatytu łowana „Processes of M etabolism  and N u tritio n " zaznajamia czytelnika 
z podstawam i metabolizmu jako całości, g łów nym i szlakami m etabolicznym i i ich regulacją. Ostatni 
z rozdzia łów  pośw ięcony odżyw ianiu om awia bilans energetyczny organizmu człow ieka i rolę odżywczą 
białek, w itam in  i sk ładn ików  m ineralnych naszej diety.
Część II, „C lin ica l Assessm ent" licząca 29 stron, om awia systematycznie badanie k lin iczne pacjenta ze 
zwróceniem  specjalnej uwagi na ob jaw y mogące wskazywać na istnienie zaburzeń m etabolicznych. 
O m ów ione jest zebranie w yw iadu  i badanie fizykalne w  tym także ocena stanu odżyw iania pacjenta; ob jaw y 
występujące w  różnych chorobach m etabolicznych są analizowane pod kątem diagnostyki różnicowej. 
W  kolejnym  rozdziale om ów ione są w yn ik i podstaw ow ych badań laboratoryjnych i obrazowych.
W  części III, „B as ic  P atho logy" na 37 stronach om ów iono  najczęściej spotykane w  praktyce klin icznej
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zaburzenia metaboliczne takie jak cukrzyca i inne zaburzenia m etabolizm u w ęg low od anów  oraz zaburzenia 
gospodarki lip idow e j. Dalej om awiane są zaburzenia w  przemianach am inokw asów , puryn i p irym idyn oraz 
hemu. Odrębny rozdział pośw ięcony jest stanom chorobow ym  będącym następstwem n iepraw id łow ego 
odżyw iania w  zakresie białek, w itam in  i substancji m ineralnych.
Część IV, „Self-assessm ent" na 12 stronach zawiera 50 w ie low ybo row ych  pytań testow ych z odpow iedziam i; 
20 pytań nadających się do wykorzystania na egzaminie ustnym i 10 pytań problem ow ych przeznaczonych do 
opracowania pisemnego lub także do egzaminu ustnego. Pozwala to studentow i dokonać samodzielnie oceny 
sw oich w iadom ości i stanow i doda tkow y materiał do ostatniej pow tórk i przed praw dziw ym  egzaminem.

Bardzo istotnym  walorem  książki jest jej szata graficzna znakom icie ułatw iająca szybki dostęp do p o ­
szukiwanych inform acji i zapam iętywanie tego co jest najważniejsze. Poza bia ło-czarnym  drukiem  książka 
operuje w  różnym natężeniu jedynie kolorem  fio le tow ym . Liczne i bardzo czytelnie skonstruowane rysunki 
i schematy u ła tw ia ją  zrozumienie i pozwalają na ograniczenie tekstu do absolutn ie niezbędnego m inimum. 
W iele zagadnień przedstaw ionych jest skró tow o i porów naw czo w  form ie tabelarycznej. W  każdym rozdziale 
czyte ln ik znajdzie specjalnie graficznie w yróżn ione pola z pytaniam i sprawdzającym i zrozumienie czytanego 
tekstu (ang. Check Boxes) i stw ierdzenia skierowujące uwagę na przyswojenie podstaw ow ych koncepcji 
i zagadnień (ang. H ints and Tips Boxes). Indeks haseł um ożliw ia bardzo szybki dostęp do poszukiwanej 
inform acji.

Książka przeznaczona jest w  pierwszym rzędzie dla studentów  medycyny przygotow ujących się do egzaminu 
z b iochem ii, a także z interny. Jej szczególną zaletą jest pokazanie studentom, że podstaw ow a biochem ia nie 
jest nauką teoretyczną ale m ocno osadzoną w  praktyce klinicznej. Na pew no nie pow inna być traktowana jako 
podstaw ow y podręcznik do nauki ale n iew ą tp liw ie  może bardzo u ła tw ić  zrozumienie w yk ładów , w y łow ien ie  
tego co najważniejsze i wreszcie pozw oli na szybką pow tórkę obszernego materiału przed egzaminem. Jestem 
przekonany, że także w yk ładow com  dostarczy cennych wskazówek jak można zainteresować biochem ią 
przyszłych lekarzy i jak bardzo zwięźle i syntetycznie przedstawić metabolizm człow ieka w  integracji 
z odżyw ianiem . Jeżeli ukaże się niebawem tłumaczenie tej książki na język polski to  nie w ątpię, że znajdzie 
w ie lu  nabyw ców  i stanie się sukcesem w ydaw niczym .

Prof, dr hab. med. Wiesław Makarewicz 
Katedra i  Zakład Biochemii 

Akademii Medycznej w  Gdańsku

Bardzo potrzebna i bardzo udana...
„Badania  m olekularne i cytogenetyczne w  medycynie. Elementy genetyki k lin iczne j” .

Pod redakcją Jerzego Bala. W yd. Springer PWN, Warszawa 1998, Wyd. I. ISBN 8 3 -8 6 6 3 7 6 -1 2 -9

W  ty tu le  recenzji m owa jest o książce. Jest ona niew ielka, a napisało ją w ie lu  autorów . Jeżeli chce się, 
a n iew ą tp liw ie  taki był zamiar Redaktora całości Jerzego Bala, dostarczyć potrzebującym zwięzłego tekstu, na 
w ysokim  poziom ie, traktu jącego o w ie lu  stronach problemu zasygnalizowanego w  ty tu le  -  trzeba zaprosić do 
w spó łp racy w yb itnych  specja listów , bo ty lko  oni w iedzą jak przedstawić trudne, często kontrowersyjne, 
zagadnienia w  najistotnie jszych ich aspektach. Proszę wyobrazić sobie rozdział „P ods taw y genetyki 
m o leku larne j" (J. Bal, J. A. S iedlecki) zajm ujący zaledwie 14 stron: znaleziono tu miejsce dla schematów, 
rysunków  i tabeli, nie użyto zbędnych słów . Każdy kto pisał teksty o ograniczonej objętości, w ie  jak trudno jest 
taki stan osiągnąć.

Kolejne rozdziały biegną zgodnie z logiką ty tu łu  -  następny traktu je o centralnym problem ie genom iki, 
czyli o „G enom ie cz łow ieka”  (J. Bal, E. Bocian) na podstaw ie najnowszych danych o sekw encjonow aniu 
genom u człow ieka, przedstaw ionych na tle osiągnięć genom iki w  badaniu mniejszych genom ów . To jest ten 
rozdział, który trzeba będzie pisać od nowa przy każdym nowym  w ydan iu  książki, czego Autorom  
i Redaktorow i życzę.

Rozdziały „Zm ienność i dziedziczność”  (J. Bal, E. Bocian) i „Zasady dziedziczenia" (J. Bal, T. Mazurczak), 
m im o ogó ln ie  brzmiących ty tu łó w  traktu ją o sygnalizowanych zjaw iskach wychodząc z przykładów  z zakresu 
genetyki człow ieka, i ludzkich chorób dziedzicznych. Fotografie uzupełniają spotykany już wcześniej typ 
ilustracji.

I tyle wprow adzen ia w  temat. Teraz następuje opis współcześnie dostępnych „M e to d  badania kw asów  
nuk le inow ych ”  (J. Bal), um ożliw ia jących badania ludzkiego genomu, w łącznie z sekwencjonow aniem  
genów , a także m apowaniem  i identyfikacją genów , które muszą poprzedzić poznanie sekwencji. Zgodnie 
z tytu łem , czyte ln ik zostaje następnie zapoznany z najważniejszym i „M e todam i badań cytogene tycznych" (E. 
Bocian, J. L im on), w  tym  z technikam i analizy, po poznaniu kariotypu, poszczególnych chrom osom ów.
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Zestaw opisanych metod pozwala na cyto log iczną i/lub  molekularną charakterystykę chorób dziedzicznych,
0 których traktu je kole jny rozdział. „C ho roby  dziedziczne”  (J. Bal, E. Bocian, S. L. Chojnowska, T. Mazurczak) 
om aw iający wcześniej sygnalizowane przypadki w  sposób systematyczny. W ielką zaletą tego rozdziału jest 
zaproszenie jako au to rów  badaczy, którzy w  codziennej pracy om aw iane choroby diagnozują i charakteryzują 
od strony genotypu fenotypu. D latego też rozdział ilustrują w yn ik i w łasnych badań autorów , co czyni go 
w iarygodnym  i osobistym. Ta cecha w ydaje mi się szczególnie ważna dla potencja lnych czyte ln ików  
z polskiego środow iska lekarskiego -  dokum entu je bow iem  nasze m ożliw ości w  zakresie d iagnostyki 
cyto log iczne j i molekularnej.

Teraz następuje stosunkow o, jak na tę książkę, d ług i rozdział, „C ho roby  n o w o tw o ro w e " (J. Limon. J. A. 
S iedlecki), ale też traktu je o bardzo trudnym  problem ie, o którym  jeden z au to rów  (J. A. S.) jeszcze kilka lat 
temu pow iedzia ł mi prywatnie, że jest niezwykle trudno, wręcz niem ożliwe, opisać go odpow iedzia ln ie  
z pozycji m olekularnych, nie m ów iąc już o stwarzaniu nadziei pacjentom  i onko logom  na proste i szybkie 
rozwiązania terapeutyczne. Sytuacja uległa częściowej popraw ie, zwiększyła się bow iem  od tamtej naszej 
rozm owy liczba w yjaśnionych pytań, dotykających zjaw isk trudnych do interpretacji. Bogatsze jest dziś nasze 
rozumienie procesów życia i śmierci poszczególnych komórek, procesów leżących u podstaw  au tonom icz­
nego istnienia now o tw oru  w  organizm ie (angiogeneza, przerzuty). Rozwinęła się szczegółowa diagnostyka 
molekularna w ie lu  chorób n o w o tw o row ych  -  od czegoś w  racjonalnym  pro jektow an iu  terapii trzeba zacząć.
1 w  om awianej książce autorzy przystąpili do określania perspektyw  „P rognozow an ia  i leczenia chorób 
genetycznie uw arunkow anych" (J. Bal, J. A. S iedlecki) -  tekst ten nie bez przyczyny należy do najkrótszych 
w  całej książce, nie buduje nadmiernych nadziei i złudzeń. Somatyczna terapia genowa wciąż jeszcze istnieje 
bardziej w  wyobraźni inżynierów  genetycznych niż k ie row n ików  k lin ik  i szpitali.

Ostatnie rozdziały pośw ięcone są wybranym  szczegółowym  problemom: ..Antygeny krw inek białych 
i p ły tko w ych " (E. Brojer), rozdział w iążący się z m olekularnym i problemam i transp lanto log ii, „A na liza  DNA 
w  medycynie sądow e j" (P. Kozioł), temat ważny i znany szerokiej publiczności z in form acji prasowych tu 
uzyskuje naukowe w ytłum aczenie i argumentację. „D iagnostyka  chorób in fekcyjnych i inw azy jnych" (N. 
Pieniążek) napisana jest przez polskiego b io loga m olekularnego pracującego od w ie lu  lat w  Centrum Kontroli 
Chorób w  A tlancie  (U S A ). Pisząca te słowa miała okazję słuchania św ietnych w yk ładów  Normana Pieniążka, 
które uśw iadom iły, i mnie i pozostałym słuchaczom jak odpow iedzia lną pracę w ykonu ją  badacze w  labora to­
rium przez niego kierowanym , pracę, od której w yn ikó w  praw ie zawsze zależy czyjeś życie, co trudno 
zrozumieć ludziom  po prostu analizującym „jak iś  D N A ".

Nie by łoby pełnego wym iaru tej książki, gdyby na koniec nie w ypow iedz ia ł się prawnik: „P raw o  a dylem aty 
współczesnej genetyk i" (M . Safjan). Autor, związany z polskim i i europejskim i agendami prawniczym i 
najwyższej rangi, nie raz w ypow iada ł się otwarcie, iż genetyka jest zbyt ważną dziedziną działań naukowych, 
aby można ją było zostaw ić samym ty lko  genetykom. Marek Safjan pow tórzy ł to  stw ierdzenie w  kw ie tn iu  
1998 r., na prezentacji polskim  mediom deklaracji UNESCO dotyczącej integralności ludzkiego genomu 
(listopad 1997 r.). Najważniejsza chyba konkluzja tej deklaracji głosi, że dobro i szacunek dla praw człow ieka 
muszą być staw iane wyżej, niż prawo do w o lnośc i badań naukowych.

Recenzowana książka ukazała się z wyprzedzeniem w  stosunku do działań dydaktycznych w  polskich 
uczelniach medycznych. To bardzo rzadki przypadek, kiedy w yd a w n ic tw o  w  typ ie  podręcznika wyprzedza 
potrzeby w yk ła d o w có w  i studentów . To wyprzedzenie jest jednak dalece pozorne. Piszę o tym  z niekłamanym 
bólem, ponieważ mam od 20 lat dydaktyczny kontakt z przyszłymi lekarzami i w idzę, jak narasta 
niezaspokojona potrzeba tych m łodych ludzi, którzy będą nas leczyć w  przyszłym stuleciu, na w iedzę i praktykę 
w  zakresie m edycyny m olekularnej. Nie w iem  jak d ługo  jeszcze polskie Akadem ie Medyczne mogą się 
tłum aczyć brakiem funduszów  na nauczanie przyszłych lekarzy w iedzy o ludzkich genach, genom ie 
i chorobach zw iązanych z pato log iam i tych genów.

Na razie PWN w yda ło  dw ie  św ietne książki: „G enom  ludzk i" pod red. W. Krzyżosiaka (1997) i om awiane 
„M o leku la rne  badania..." pod redakcją J. Bala. Przynajmniej myślący student m edycyny może teraz sięgnąć do 
tych potrzebnych książek.

Prof. dr hab. Magdalena Fi/kus 
Profesor w  Instytucie B io log ii B iochem ii i  Biofizyki, PAN  

Przewodnicząca Komitetu B iochem ii i  B iofizyki PAN

Redakcja inform uje P. T. A u to rów  o m ożliw ości zamieszczenia w  artykułach barwnych rycin. 
Jednakże w obec w ysokich cen ich reprodukcji koszty w ykonania ponoszą autorzy.
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INFORMACJE

Zarząd G łów ny Polskiego Towarzystwa Biochem icznego i Redakcja „P os tępów  B iochem ii”  z przyjem ­
nością inform ują, że w kró tce  ukaże się dodatkow y, specjalny zeszyt naszego kwarta ln ika pośw ięcony osobie 
i życiu Jakuba Karola Parnasa, profesora Chemii Lekarskiej w  Uniwersytecie Jana Kazimierza we Lw ow ie  
w  latach 1920-1941 -  patrona dorocznej nagrody naszego Towarzystwa za najlepsze prace doświadczalne, 
w ykonane w  kraju.

Zeszyt obejm uje materiały b iograficzne przedstawione podczas pierwszej Konferencji Parnasowskiej we 
Lw ow ie  w  1996 roku oraz liczne wspom nienia i relacje daw nych studentów  Profesora, uczn iów  i asystentów, 
przedstawiające Jego osobow ość i losy w  latach 1941 -1949, a także nadzieję, że Uniwersytet Jagie lloński 
będzie m ógł pow o łać Go na Katedrę Biochem ii.

W  zeszycie znajdą się też odnośne dokum enty oraz fo tografie  Profesora z różnych okresów Jego życia.

Przewidujemy, że prenumeratorzy „P os tępów  B iochem ii”  z roku 1997 otrzymają zeszyt specjalny w  je ­
sieni br.

Innych zainteresowanych prosimy o kontakt.

BioCentrum Kraków Instytutu Biologii Doświadczalnej 
Uniwersytetu Jagiellońskiego informuje:

W ychodząc naprzeciw potrzebom krajow ego środow iska naukowego oraz biorąc pod uwagę konieczność 
pełniejszego wykorzystania posiadanej nowoczesnej aparatury badawczej Uniwersytet Jagie lloński utworzył: 
B iocentrum -Kraków . Formacja ta skupia obecnie sześć labora toriów  badawczych (Chem ii Białek, W ysoko­
rozdzielczej Spektrom etrii Masowej, B iochem ii Kwasów N ukle inow ych, Cytom etrii P rzepływowej i M ik ro ­
skopii Konfokalnej), które wyposażone w  najnowocześniejszą aparaturę podję ły się pełnić funkcje  usługowe 
oraz szeroko pojęte doradztw o m etodyczno-naukow e w  zakresie nauk b iom olekularnych obejm ujących 
biochem ię, b io log ię  i chemię strukturalną, b io log ię  kom órki i genetykę molekularną.

Uniwersytet Jagielloński 
Instytut B io log ii Molekularnej 
BioCentrum Kraków  
31-120 Kraków  
AL Mickiewicza 3 
Fax: (012) 633-69-07  
e - mail: dubin @ mol. uj. edu.p! 
Doc. dr hab. Adam Dubin
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Pokwitowanie dla wpłacającego

zł ..............

Odcinek dla posiadacza rachunku

zł ............................................................

Odcinek dla poczty lub banku

zł ............................................................

s łow n ie  ............................................... s łow n ie  ............................................... s łow n ie  ...............................................

w p łacający .......................................... w p łacający .......................................... w płacający ..........................................

imię, nazwisko, dokładny adres z kodem pocztowym imię, nazwisko, dokładny adres z kodem pocztowym imię, nazwisko, dokładny adres z kodem pocztowym

na rachunek na rachunek na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne 
02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3
PBK S.A. XI11/0 Warszawa 
11101053-1225-2720-3-30

Polskie Towarzystwo Biochemiczne 
02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3
PBK S.A. X III/0  Warszawa 
11101053-1225-2720-3-30

Polskie Towarzystwo Biochemiczne 
02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3
PBK S.A. XIll/O Warszawa 
11101053-1225-2720-3-30

ste m p e l s tem p el s tem p el

Pobrano opłatę Pobrano opłatę Pobrano opłatę

z ł ................ z ł ................ z ł ................
podpis przyjmującego podpis przyjmującego podpis przyjmującego

Pokwitowanie dla wpłacającego Odcinek dla posiadacza rachunku Odcinek dla poczty lub banku

zł ................................. zł ................................. zł .................................

s łow n ie  ............................................... s łow n ie  ............................................... s łow nie  ...............................................

w płaca jący ................ w p łacający ................ wpłacający ................

imię, nazwisko, dokładny adres z kodem pocztowym imię, nazwisko, dokładny adres z kodem pocztowym imię, nazwisko, dokładny adres z kodem pocztowym

na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne 
02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3 
PKO BP VIll/O Warszawa 
1 0201084-1791-270-201-111

na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne 
02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3 
PKO BP VIll/O Warszawa 
10201084-1791-270-201-111

na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne 
02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3
PKO BP V III/0  Warszawa 
10201084-1791-270-201-111

stem p el ste m p e l s tem p el

Pobrano opłatę Pobrano opłatę Pobrano opłatę

z ł ............. zł . . zł
podpis przyjmującego podpis przyjmującego
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Prenumerata POSTĘPÓW 
BIO CHEM II rok 1998 
dla nie zrzeszonych w  PTBioch 30 zł 
dla cz łonków  PTBioch 15 zł
dla instytucji 60 zł

Składka P.T.Bioch. 
za rok 1998 20,—  zł
studenci 7,—  zł
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Wskazówki 
dla autorów

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

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

Autorzy artykułu odpowiadają za prawidłowość i ścisłość poda­
wanych informacji oraz poprawność cytowania piśmiennictwa. 
Ujęcie prac winno być syntetyczne, a przedstawione zagadnienie 
zilustrowane za pomocą tabel, rycin, (wykresy, schematy, reak­
cje), wzorów i fotografii.

Wskazany jest podział artykułów monograficznych na rozdziały 
i podrozdziały, których rzeczowe tytuły tworzą spis treści. Zgod­
nie z przyjętą konwencją rozdziały noszą cyfry rzymskie, podroz­
działy odpowiednio rzymskie i arabskie np. 1-1, I-2. Poprawność 
logiczna i stylistyczna tekstu warunkuje jego jednoznaczność 
i czytelność. Autorzy przeto winni unikać składni obcojęzycznej, 
gwary laboratoryjnej, a także ograniczać stosowanie doraźnie 
tworzonych skrótów, nawet jeżeli bywają używane w pracach 
specjalistycznych. Każda z nadesłanych do Redakcji prac podlega 
ocenie specjalistów i opracowaniu redakcyjnemu. Redakcja 
zastrzega sobie możliwość skrócenia tekstu i wprowadzenie 
zmian nie wpływających na treść pracy, deklaruje też gotowość 
konsultowania tekstu z Autorami.

Przekazanie artykułu do redakcji jest równoznaczne z oświad­
czeniem, że nadesłana praca nie była i nie będzie publikowana 
w innym czasopiśmie, jeżeli zostanie ogłoszona w  „Postępach 
Biochemii". W przypadku, gdy Autor(zy) zamierza(ją) włączyć 
do swego artykułu ilustracje publikowane przez autorów prac 
cytowanych, należy uzyskać i przekazać nam odpowiednią zgodę 
na przedruk.

Redakcja prosi A u to ró w  o przestrzeganie następujących 
wskazówek szczegółowych:

TEKST: Maszynopis powinien być napisany jednostronnie 
czcionką wielkości standartowej, z podwójną interlinią, z lewym 
marginesem ok. 4 cm.
W tekście nie należy stosować żadnych podkreśleń, ani roz­
strzelonego druku. Ewentualne sugestie co do charakteru czcion­
ki drukarskiej mogą Autorzy zaznaczyć ołówkiem na marginesach 
maszynopisu. W przypadku stosowania w  tekście liter alfabetu 
greckiego trzeba na marginesie wpisać ołówkiem ich fonetyczne 
brzmienie.

Strona inform acyjna maszynopisu jest nienumerowana, za­
wiera imiona i nazwisko (a) autora (ów), nazwy, adresy wraz 
z numerem telefonu zakładów (w języku polskim i angielskim), 
w  których pracują autorzy, adres do korespondencji, nr telefonu

i ewentualnie fax, adresy prywatne autorów, tytuł artykułu 
w języku polskim i angielskim oraz — w prawym dolnym rogu 
— liczbę tabel, rycin, wzorów i fotografii oraz skrót tytułu pracy 
(do 25 znaków).

Strona 1 ( ty tu ło w a zawiera imiona i nazwiska autorów, tytuł 
pracy w  języku polskim i angielskim, rzeczowy spis treści też 
w obu językach, tytuł naukowy każdego z autorów i ich miejsce 
pracy z adresem pocztowym oraz wykaz stosowanych skrótów. 
Kolejno numerowane dalsze strony obejmują tekst pracy, 
piśmiennictwo, tabele, podpisy i objaśnienia rycin, wzorów 
i fotografii.

PIŚMIENNICTWO: Wykaz piśmiennictwa obejmuje prace 
w kolejności ich cytowania w tekście, zaznacza się je liczbami 
porządkowymi ujętymi w nawiasy kwadratowe, np. [3 ,7 ,9— 26]. 
Odnośniki bibliograficzne winny mieć nową uproszczoną formę. 
Sposób cytowania czasopism (1), monografii (2), rozdziałów 
z książek jednotomowych (3), rozdziałów z tomów serii opraco­
wanej przez tych samych redaktorów (4), rozdziałów z tomów 
serii opracowanych przez różnych redaktorów (5) wskazują 
poniżej podane przykłady:

1. Hildenbrandt GR, Aronson NN (1980) Biochim Biophys 
Acta 631: 499-502

2. Bostock CJ, Sumner AT (1978) The Eukaryotic Chromo­
some, Elsevier, North-Holand, Amsterdam

3. Norberth T, Piscator M (1979) W: Friberg L, Nordberg GF, 
Von VB (red) Handbook on the Toxicology of Metals. 
Elsevier, North-Holland, Amsterdam, str. 541-553

4. Delej J, Kesters K (1975) W: Florkin M, Stotz EH (red) 
Comprehensive Biochemistry t 29B. Elsevier, North-Hol­
land Amsterdam, str. 1 -77

5. Franks NP, Lieb WR (1981) W: Knight CG (red) Research 
Monographs in Cell and Tissue Physiology, t 7. Elsevier, 
North-Holland, Amsterdam, str. 243-272

ILUSTRACJE: Ryciny winny być gotowe do reprodukcji. Foto­
grafie czarno-białe (kontrastowe), powinny być wykonane na 
papierze matowym. Po porozumieniu z Redakcją można propo­
nować reprodukcję fotografii barwnych. Pozostałe ryciny należy 
wykonać tuszem na białym papierze lub kalce technicznej. 
Wskazane jest, aby ryciny były dwukrotnie większś od przyszłej 
reprodukcji, tj. w skali 2 :1 . Cyfry i litery służące do opisu rysunku 
powinny mieć wysokość nie mniejszą niż 5 mm. Na rysunkach nie 
należy umieszczać opisów słownych, lecz posługiwać się skróta­
mi. Osie wykresów winny być opatrzone napisem łatwo zro­
zumiałym. Decyzję o stopniu zmniejszenia ryciny podejmuje 
wydawca. Ilustracji nie należy włączać w tekst maszynopisu, lecz 
odpowiednio ponumerować: tabele i ryciny noszą cyfry arabskie, 
wzory zaś rzymskie. Na marginesie tekstu należy zaznaczyć 
ołówkiem preferowane miejsce umieszczenia tabeli, ryciny czy 
wzoru. Tabele odpowiednio porubrykowane, winny być opat­
rzone jednoznacznym tytułem i ewentualnie także niezbędnymi 
objaśnieniami. Słowne objaśnienia znaków graficznych można 
umieścić w podpisie pod ryciną, rysunkowe zaś jedynie na 
planszy ryciny. Tytuły i objaśnienia rycin sporządza się w postaci 
oddzielnego wykazu. Ilustracje należy podpisać nazwiskiem 
pierwszego z autorów i pierwszym słowem tytułu pracy oraz 
oznaczyć „góra-dół" (ołówkiem, na odwrocie). Ze względu na 
wewnętrzną spoistość artykułu wskazane jest konstruowanie 
oryginalnych rycin i zbiorczych tabel na podstawie danych 
z piśmiennictwa.

Maszynopis i załączniki (w dwu egzemplarzach), właściwie 
zabezpieczone przed uszkodzeniem w czasie transportu, należy 
przesłać na adres:

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

http://rcin.org.pl
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