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DO PRZYSZŁYCH AUTORÓW ARTYKUŁÓW PUBLIKOWANYCH NA ŁAMACH „POSTĘPÓW BIOCHEMII"

Szanowni Państwo,
Mój staż w redakcji kwartalnika „Postępy Biochemii", w momencie oddania trzeciego numeru czasopisma do druku, to osiem miesięcy. Zbyt 

krótko żeby poznać wszystkie tajniki tej pracy, ale na tyle długo, żeby przekonać się, że czasopismo, oprócz grona zagorzałych Czytelników ma 
grono pełnych pisarskiej weny i wiernych Autorów, bez których jego byt byłby podobny swoją trwałością do mydlanej bańki. To dla Czytelników 
i Autorów zespół redakcyjny dba o wysoki poziom merytoryczny czasopisma i o to aby czasopismo stawało się coraz ciekawsze, coraz bardziej 
atrakcyjne, i by wychodziło naprzeciw zapotrzebowaniom środowiska biochemików w naszym kraju. „Postępy Biochemii" mają w tym względzie 
niezbywalne i niezaprzeczalne tradycje, a ich wysoką pozycję jako czasopisma ugruntowuje obecność w tak liczącej się bazie danych jak Pub-Med. 
Większość wydawców czasopism zagranicznych uważa brak indeksacji czasopisma w tej bazie danych jako, cytuję, "eutanazja czasopisma".

Ale świat redakcji bez kłopotów, której praca skupia się li tylko na dbałości o wysoki poziom artykułów, jest oczywistą mrzonką. Twarda 
rzeczywistość, z którą mamy ostatnio do czynienia, wskazuje, jak wiele zależy od sponsorów, dotacji i członków Polskiego Towarzystwa Bioche
micznego, którzy czują się w obowiązku opłacać regularnie składki członkowskie, mówiąc dosadnie od pieniędzy. Dlatego rozumiem posunięcie 
Zarządu Głównego Towarzystwa, który reagując na gorąca „sytuację finansową" wydawanych czasopism, zmuszony był w nagłym trybie podjąć 
mało popularną i bolesną decyzję o wprowadzeniu częściowych opłat za druk artykułów w 2006 roku. To w oczywisty sposób zaburzyło normalną 
pracę redakcji, która pracuje nad artykułami przeznaczonymi do druku w 2006 roku.

Redakcja nikomu nie zamyka drogi do publikowania artykułów na łamach „Postępów Biochemii" ze względów finansowych; jedynym kryte
rium ważącym o opublikowaniu artykułu jest jego wartość merytoryczna i zgodność z profilem czasopisma. Spieszę z zapewnieniem tych wszyst
kich, którym przyszłe losy „Postępów Biochemii" leżą na sercu, że opłaty pobierane od Autorów nie są jedynym sposobem zdobywania środków 
finansowych i że czynimy wiele, żeby sytuację kwartalnika poprawić. W tym miejscu chciałbym podziękować Dyrektorom Polskiej Sieci Biologii 
Komórkowej i Molekularnej UNESCO/PAN, profesorowi Andrzejowi B. Legockiemu i profesorowi Jerzemu Duszyńskiemu, za przyznanie środ
ków finansowych na częściowe pokrycie kosztów wydania kwartalnika „Postępy Biochemii" w zmienionej szacie graficznej w 2005 roku.

Wierzę, że świadomość konieczności wnoszenia częściowej opłaty za druk będzie miała także zbawienny wpływ na Autorów i ich artykuły, na 
zwięzłość stylu, na dokonanie właściwego wyboru materiału ilustracyjnego i liczbę cytowanych pozycji literaturowych tak, że w przyszłości arty
kuły przeglądowe w „Postępach Biochemii" będą być może krótsze, ale, paradoksalnie, będą niosły więcej treści. Ze swej strony redakcja przyrzeka 
uczynić wszystko, by zminimalizować koszty ponoszone przez Autorów prac.

Sławomir Pikuła

R ed aktor n aczelny: Sław om ir Pikuła; e-m ail: s.piku la@ n en cki.gov.p l, R ed aktor senior: Zofia Z ielińska 
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M A P A  P O L S K I E J  B I O C H E M I I

Instytut Biologii Doświadczalnej PAN im. Marcelego Nenckiego 
www.nencki.gov.pl >r
Profesor Jerzy D uszyński 
D yrektor Instytutu  
ul. Pasteura 3; 02-093 W arszaw a  
e-m ail: dyrekcja@ nencki.gov.pl

Marceli Nencki, urodzony w 1847 
roku, był uczonym o światowej sławie. 
Jego dorobek naukowy stworzył pod
waliny takich podstawowych działów 
biochemii jak struktura oraz funkcja 
białek, metabolizm i kataliza enzyma
tyczna. Wybitnymi dokonaniami Mar
celego Nenckiego były prace poświę
cone strukturze hemoglobiny, syntezie 
mocznika i przemianom puryn. Profe
sor Nencki był wieloletnim dyrekto
rem Medizinisch-Chemisches Institut 
w Bernie. W 1891 roku związał się z In
stytutem Medycyny Doświadczalnej 
w St. Petersburgu. Zmarł przedwcze
śnie w 1901 roku.

Fot. 1. Gam ach Instytutu Biologii Doświadczalnej 
PAN im. M arcelego N enckiego w W arszawie, przy 
ulicy Pasteura 3.

Instytut im. Marcelego Nenckiego 
powstał w Warszawie z inicjatywy 
uczniów i współpracowników profe
sora Nenckiego. W 1911 roku Zarząd 
Towarzystwa Naukowego Warszaw
skiego podjął uchwałę o utworzeniu 
„Instytutu Biologicznego im. Marcele
go Nenckiego". Instytut zaczął w pełni 
działać w 1918 roku, do czego wydat
nie przyczyniły się entuzjazm po od
zyskaniu przez Polskę niepodległości 
i wsparcie inteligencji warszawskiej. 
Pierwszym dyrektorem Instytutu został 
profesor Kazimierz Białaszewicz. Już 
w okresie międzywojennym Instytut 
Nenckiego stał się wiodącą placówką

biologiczną w kraju. Do takiej roli pre
dysponowała Instytut wybitna kadra, 
nowoczesny warsztat, tematyka ba
dawcza i bogata biblioteka. Utworzony 
początkowo z trzech zakładów Towa
rzystwa Naukowego Warszawskiego 
(Zakładu Fizjologii, Zakładu Biologii 
Ogólnej i Zakładu Neurobiologii), w la
tach 20-tych powiększył się o Zakłady 
Embriologii Doświadczalnej, Morfolo
gii i Biometrii. Powstała także sieć sta
cji terenowych, dzięki którym Instytut 
stał się kolebką polskiej hydrobiologii 
i oceanografii; najpierw Stacja Hydro- 
biologiczna nad Wigrami, później Sta
cja Morska na Helu i Stacja Rzeczna 
w Pińsku. Głównym źródłem autory
tetu Instytutu i jego wpływu na rozwój 
biologii w Polsce były ukształtowane 
w ciągu dwóch dekad przedwojennej 
działalności szkoły naukowe -  fizjolo
gii i biochemii porównawczej (profesor 
Kazimierz Białaszewicz), protozoologii 
doświadczalnej (profesorowie Jan i Sta
nisława Dembowscy), etologii (profe
sor Romuald Minkiewicz) oraz polska 
szkoła limnologiczna (profesorowie Al
fred Lityński i Mieczysław Bogucki).

Fot. 2. W  2004 roku Instytut świętował 85-tą rocznicę 
swojego powstania. Z tej okazji fotografia zbiorowa 
pracowników.

Wojna zniszczyła znaczący majątek 
Instytutu, zginęło wielu jego pracow
ników. Dzięki tym, którzy przeżyli, 
Instytut już w 1945 roku reaktywował 
swoją działalność. Początkowo mieścił 
się w czteropokojowym mieszkaniu 
w Łodzi. Szczególne zasługi w tym 
pionierskim okresie powojennym mają

profesorowie Włodzimierz i Stella Nie- 
mierko (Zakład Biochemii), Jan i Stani
sława Dembowscy (Zakład Biologii), 
Jerzy Konorski i Liliana Lubińska (Za
kład Neurofizjologii). Wymienieni pro
fesorowie odtworzyli laboratoria, roz
poczęli prace badawcze i zgromadzili 
wokół siebie zdolną młodzież, z której

Fot. 3. Co roku w Instytucie odbywa się sesja nauko
wa, której towarzyszy piknik w ogrodzie przed Insty
tutem.

znakomita większość kontynuowała 
swą karierę naukową w Instytucie im. 
Marcelego Nenckiego przez wiele lat. 
Z chwilą powstania Polskiej Akademii 
Nauk, Instytut został włączony w jej 
strukturę. W latach 1953-55 wszystkie 
zespoły badawcze przeniosły się do 
Warszawy, do specjalnie wybudowa
nej siedziby przy ulicy Pasteura 3.

W ciągu ostatniego półwiecza Insty
tut przeszedł wiele zmian organizacyj
nych, utrzymując jednak większość do
tychczasowych kierunków badawczych 
i wzbogacając swoją działalność o sze
reg nowych. Obok działających od lat 
Zakładów Neurofizjologii, Biochemii 
Komórki, Biochemii Mięśni, Biologii 
Komórki, utworzono w 1997 roku Za
kład Neurobiologii Molekularnej i Ko
mórkowej. Powołano wiele nowych la
boratoriów zarówno badawczych, jaki 
i aparaturowych. Obecnie w Instytucie 
pracuje około 300 osób.

Specyfiką Instytutu Biologii Do
świadczalnej im. Marcelego Nenckiego 
jest interdyscyplinarny charakter pro
wadzonych badań. Ich przedmiotem
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są układy biologiczne o różnym stop
niu złożoności, a więc całe organizmy, 
tkanki, komórki, organelle komórko
we, ale również struktura, właściwości 
i funkcje poszczególnych białek oraz 
badania na poziomie genomu. W ostat
nich latach Instytut koncentruje swoje 
zainteresowania na zagadnieniach z za
kresu neurobiologii. W Instytucie dzia
ła Europejskie Centrum Doskonałości 
w Neurobiologii o nazwie BRAINS, 
finansowane w ramach projektów na
ukowych Unii Europejskiej. Dodatko
wo Instytut współpracuje z czołowy
mi instytucjami naukowymi na całym 
świecie, organizuje międzynarodowe 
konferencje i warsztaty naukowe.

A oto przykłady badań prowadzo
nych w Instytucie Nenckiego. W Za
kładzie Biologii Komórki, przy użyciu 
nowoczesnych metod biochemicznych, 
biofizycznych oraz biologii molekular
nej, prowadzone są badania nad regu
lacją endo- i egzocytozy, morfogenezą 
i procesami przekazywania sygnałów 
prowadzących do różnych odpowiedzi 
ruchowych w komórkach tkankowych 
i jednokomórkowych Eukaryota, a tak
że nad funkcją i strukturą mechanoczu- 
łych kanałów jonowych w błonie cyto- 
plazmatycznej E. coli.

Zakład Biochemii Komórki zajmuje 
się badaniami procesów generowa
nia energii w komórkach ssaków oraz 
molekularnymi podstawami procesów 
starzenia. Dodatkowo w Zakładzie ba
dane są funkcje białek wiążących jony 
wapnia i fosfolipidy oraz kanałów jo
nowych w błonach wewnątrzkomórko
wych. W obrębie zainteresowań grup 
badawczych Zakładu zaczynają być 
również zagadnienia psychoneuroim- 
munologii i mechanizmów chorób neu- 
rodegeneracyjnych.

Tematyka Zakładu Biochemii Mięśni 
koncentruje się wokół struktury i funk
cji białkowych motorów biologicznych

i białek regulujących ich aktywność. 
Celem badań jest poznanie molekular
nych mechanizmów skurczu różnego 
typu komórek. W badaniach stosuje się 
najnowszej generacji metody biologii 
molekularnej, fizykochemiczne i mi
kroskopię elektronową.

Badania prowadzone w Zakładzie 
Neurofizjologii obejmują szeroki wa
chlarz zagadnień biologii mózgu, po
cząwszy od mechanizmów molekular
nych i komórkowych, aż do integra
cyjnej aktywności sieci neuronowych 
i zachowania się zwierząt i ludzi. Ba
dania prowadzone są zarówno z za
stosowaniem metod tradycyjnych (np. 
warunkowanie, testy behawioralne), 
jak i najnowszych technik neuroche- 
micznych, histologicznych, elektrofi- 
zjologicznych, neuroinformatycznych 
oraz modelowania. W ramach Zakładu 
pracują też pracownie psychologiczne 
zajmujące się badaniami układu wzro
kowego i słuchowego oraz zróżnico
wania międzypółkulowego i zaburzeń 
mowy. Zespół etologii prowadzi obser
wacje zachowania się owadów, zarów
no w laboratorium, jak i w terenie.

W Zakładzie Neurobiologii Mole
kularnej i Komórkowej prowadzi się 
badania nad podstawami funkcjono
wania komórek układu nerwowego. 
W szczególności prace te ogniskują się 
wokół zjawisk plastyczności neuronal- 
nej, programowanej śmierci komórek 
nerwowych, szlaków przekazywa
nia informacji wewnątrzkomórkowej, 
w tym roli białek wiążących wapń, oraz 
procesów transportu przez błony bio
logiczne i barierę krew-mózg. Badania 
te prowadzone są z wykorzystaniem 
nowoczesnych technik biologii komór
kowej i molekularnej oraz biochemii, 
m.in. hodowli komórkowych, immu- 
nochemii, metod badania czynności 
białek i genów oraz ich regulacji przez 
czynniki transkrypcyjne, klonowania 
genów i modyfikacji genetycznej ko
mórek, a także całych organizmów.

Bliższych informacji dotyczących za
gadnień badawczych poszczególnych 
laboratoriów i zakładów można uzy
skać na internetowej stronie Instytutu 
http://www.nencki.gov.pl w doku
mencie - „Nencki Institute profile".

Zasygnalizowana powyżej tema
tyka badawcza dowodzi, że Instytut 
Biologii Doświadczalnej im. Marcele
go Nenckiego jest miejscem, które daje

możliwość rozwoju naukowego i opa
nowania wielu nowoczesnych technik 
badawczych. Instytut jest placówką 
otwartą i dynamicznie zmieniającą się. 
Wiosną każdego roku odbywa się na
bór uczestników Studium Doktoranc
kiego Instytutu. Informacje o naborze 
i działalności Studium można znaleźć 
na stronie internetowej Instytutu lub 
bezpośrednio w Sekretariacie Studium 
(a.bujalska@nencki.gov.pl). Co roku na 
studium doktoranckie przyjmowanych 
jest 15-20 osób. Aktualnie w Instytucie 
pracuje 99 doktorantów. Wykonanie 
doktoratu w Instytucie otwiera moż
liwość zatrudnienia w najlepszych 
światowych placówkach naukowych. 
Po udanym stażu zagranicznym absol
wenci Studium Doktoranckiego mają 
perspektywę pracy w Instytucie, a na
wet otwarcia własnego laboratorium. 
W Instytucie zdajemy sobie sprawę 
z niebezpieczeństw, jakie niesie dla 
instytucji naukowej bazowanie jedy-

Fot. 5. W izyta Prezesa PAN profesora Andrzeja B. 
Legockiego i Prezesa N arodow ego Banku Polskiego, 
profesora Leszka Balcerowicza, w Instytucie w 2005 
roku.

nie na własnych wychowankach, tak 
zwany „chów wsobny kadr". Szcze
gólnie ogranicza on rozwój nowator
skich tematyk badawczych. Dlatego 
co jakiś czas, publicznie ogłaszany jest 
konkurs na otwarcie nowej pracowni. 
Ogłoszenie o ostatnim z nich ukazało 
się w Naturę z 21 kwietnia 2005 roku. 
Do tego konkursu zgłosiło się 16 kan
dydatów z całego świata.

Jestem przekonany, że Instytut Bio
logii Doświadczalnej jest miejscem, któ
re stwarza doskonałe warunki rozwoju 
naukowego i jest jedną z najbardziej 
dynamiczniej rozwijającej się placówek 
naukowych w naszym kraju. Zapra
szam do Instytutu przede wszystkim 
doktorantów, ale nie mniej gorąco bar
dziej już doświadczonych naukowców.
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O T Y M  S I Ę  M Ó W I  

List do Ministra Nauki i Informatyzacji, profesora Michała Kleibera

Szanowny Pan

Prof. dr hab. M ichał K leiber

Minister Nauki
Ministerstwo Nauki i Informatyzacji 
ul. Wspólna 1/3 
00-529 Warszawa

Szanowny Panie Ministrze,

zbliżają się decyzje dotyczące kwe
stii żywotnej dla placówek Polskiej 
Akademii Nauk, a mianowicie sposobu 
finansowania ich działalności w roku 
2006. Trudna sytuacja płacowa w tych 
placówkach, będąca przedmiotem 
wzrastającego niepokoju naszego śro
dowiska, jest świetnie już znana Panu 
Ministrowi z pism prof. Andrzeja Le- 
gockiego, Prezesa PAN, żeby wspo
mnieć choćby to z 24.03.2005 roku, skie
rowane na ręce Szefa Kancelarii Preze
sa Rady Ministrów. W nawiązaniu do 
tej sprawy, trzeba stwierdzić, że wciąż 
są aktualne spostrzeżenia dotyczące 
sytuacji finansowej placówek PAN, 
wyłożone przez profesorów S. Bylinę 
i J. Lipkowskiego trzy lata temu, w li
ście otwartym Rady Dyrektorów na
szych placówek z 10.04.2002 roku. Jest 
głęboko deprymujące, że co roku przed 
kolejnymi decyzjami budżetowymi, 
musimy wciąż przypominać o tych sa
mych problemach i powtarzać te same 
argumenty. Sprawa wieloletniego nie- 
dofinansowania nauki a szczególnie 
specjalistycznych instytutów badaw
czych, skupionych w pionie PAN, musi 
jednak raz jeszcze być podjęta. Toteż 
przypominamy o tej sprawie i pona
wiamy z uporem nasze postulaty. Je
steśmy bowiem przekonani, że przy
pominanie o tym jest nie tylko zwykłą 
walką o pieniądze ale w istocie próbą 
opowiedzenia się za swoistą -  naszym 
zdaniem wartościową -  wizją społe
czeństwa.

Twierdzimy, że badania podsta
wowe są nie tylko stymulatorem roz
wiązań technicznych. Są też (a może 
przede wszystkim) próbą obiektywi
zacji rzeczywistości. To tu, na terenie 
tych nauk, nasza cywilizacja zrodziła

i utrzymuje kryteria pozwalające odróż
nić prawdę od nieprawdy. To tu, w dy
namice poznania, zawarty jest wymiar 
twórczy osoby ludzkiej, bez którego 
społeczności popadają w stagnację i za
mierają. To zaniedbanie owego wymia
ru doprowadziło do rozkładu systemu 
komunistycznego. To dbałość o ten wy
miar -  o istnienie nauki -  jest jednym 
ze źródeł dynamiki Zachodu. Sądzimy, 
że w niewątpliwym kryzysie postaw, 
tak w Polsce ostatnio dokuczliwym, 
ważnym jest, że nauki podstawowe 
w samej swojej strukturze przechowu
ją istotne normy zachowań. Stanowią 
jedną z „wysp przetrwania" czegoś, co 
nazwać należy spoiwem społecznym.

Naukowcy to nie banda nierobów 
pasożytujących na budżecie Państwa. 
Są wśród nas oczywiście lepsi i gorsi, 
mądrzejsi i głupsi. Ale na miarę swych 
sił biorą na siebie pewien obowiązek 
społeczny i tym samym państwowy -  
polegający na utrzymaniu więzi cywi
lizacyjnej z otaczającym nas światem. 
Trzeba przypomnieć, że nie byłoby dziś 
unijnych programów rozwoju naszego 
kraju, gdyby nie to, że właśnie nauka 
okazała się zdolna do bycia pierwszym 
pomostem łączącym Polskę z Unią, 
torującym drogę innym dziedzinom. 
Zgodnie z tą myślą naukowcy -  tak 
jak siły zbrojne, sędziowie, nauczyciele 
-  są rdzeniem Państwa. Nie może tak 
być, że spycha się ich do poziomu ludzi 
zbędnych, bo to destabilizuje organizm 
państwowy.

Mówi się często, że owa deprecjacja 
nauki w Polsce prowadzi do emigracji 
najzdolniejszych. Sądzimy, że to zjawi
sko, choć widoczne i uciążliwe, nie jest 
najgroźniejsze. Znacznie szkodliwsze, 
bo właśnie niewidoczne, niezauwa
żalne w publicznej debacie, jest nisz
czenie na miejscu potencjału inwencji 
i talentów ludzi, którzy chcą pozostać 
i pozostają w kraju. Groźny jest nie tyle 
ów osławiony i na wszystkie przypad
ki odmieniany „drenaż mózgów", bo 
to proces odwracalny, ile ów dziejący 
się tu na miejscu nieodwracalny proces 
„zabijania mózgów", wynikający z de

cyzji budżetowych w prymitywny spo
sób traktujących sprawy nauki.

Ta zła sytuacja finansowa instytucji 
badawczych jest szczególnie dotkliwa 
w placówkach PAN. Wobec ciągłego 
ograniczania środków finansowych na 
działalność statutową, w placówkach 
tych, mimo przeprowadzonej restruk
turyzacji i zmniejszenia zatrudnienia
0 około 30%, płace pochłaniają prawie 
całość owych dotacji. Co więcej, obec
nie owe płace stały się o 30-40% niższe 
niż w innych tzw. „pionach" nauki, 
co świadczy o zawodności kryteriów 
dystrybucji środków, jako że nie ma 
podstaw w obiektywnych ocenach ja
kości badań, prowadzonych w instytu
cjach przypisanych do owych różnych 
„pionów". Systemy tej dystrybucji są 
przedmiotem stałych dyskusji, dają
cych chwilowe przewagi różnym śro
dowiskom naukowym. Dyskusje te 
wypełniają też znakomicie czas wielu 
różnych zebrań. Nie chcemy wchodzić 
w złożoności owych debat. Uważamy, 
że nadeszła pora na kilka prostych 
stwierdzeń. Oto one:

• parametryzacja instytucji musi się 
wiązać z oceną jakości prac badaw
czych dokonaną według standardów 
międzynarodowych przydających zna
ną wagę publikacjom. Nie może ona 
podlegać corocznym mini-rewolucjom, 
ani grze cyfr zmiennych w zależności 
od interesów danych środowisk. Na
uka potrzebuje stabilności w perspek
tywie kilkuletniej, i to nie wynikającej 
z formalnych wieloletnich planów, lecz 
opartej o oceny a posteriori;

• wchodzeniu w życie nowych siatek 
płac, wprowadzonych przecież przez 
Rząd powinno zawsze towarzyszyć 
wyrównywanie budżetów Instytutów, 
pozwalające na wzrost wynagrodzeń 
do górnych stawek. W 2006 roku za 
podstawę takiego wyrównania należy 
przyjąć oczywiście stan zatrudnienia
1 płac w 2005 roku;
• wobec zapowiadanego zwiększenia 
budżetu nauki o 30% w 2006 roku i dal
szego jego wzrostu zgodnie z celami 
wyznaczonymi przez strategię lizboń
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ską, w 2006 roku powinno się również 
podnieść znacząco (o 30%) finansowa
nie statutowej działalności badawczej 
instytutów PAN, co pozwoli na trwanie 
sieci badań podstawowych tworzonej 
w znacznej mierze właśnie przez owe 
instytuty;

• rysującego się zagrożenia, tj. niewy
dolności nauki w Polsce nie rozwiąże 
sam system finansowania wieloletnich 
projektów badawczych czy różnego 
typu programów centralnych (np. Kra
jowych Programów Ramowych). Po to, 
by ów system mógł działać, muszą ist
nieć placówki zdolne do podjęcia wy-

Nauka w cytatach1 
Aleksandra Więcka

W nauce już dawno skończyła się 
epoka, kiedy jabłko spadające na głowę 
uczonego -  nawet tej miary, co Albert 
Einstein -  mogło być katalizatorem epo
kowego odkrycia. Dziś każdy mozolnie 
dorzuca swój kamyczek do naukowego 
ogródka, w postaci artykułów publiko
wanych na łamach prestiżowych perio
dyków. Te, które z punktu widzenia 
nauki są ważne, nowatorskie, są często 
cytowane. Dlatego świat nauki przyj
muje, że liczba cytowań to najbardziej 
obiektywna miara istotności danej teo
rii, odkrycia czy całego dorobku na
ukowca -  tłumaczy prof. Andrzej Pile, 
autor pierwszego w Polsce rankingu 
cytowań uczonych z dziedziny nauk 
biomedycznych, fizyki, chemii i po
krewnych. Tu najłatwiej o obiektywizm 
oceny, bo wszystkie liczące się prace 
publikowane są po angielsku, a perio
dyki naukowe są ważnym polem wy
miany myśli.

Pomysłodawcą pierwszych takich 
zestawień był Eugenie Garfield, zało
życiel filadelfijskiego ISI (Institute for 
Scientific Information), który do dziś 
monitoruje łamy wszystkich ważnych 
pism naukowych i wszystkie nazwi
ska, jakie się na nich pojawiają. Pierw
sze dane dla Polski Komitet Badań Na
ukowych kupił w latach siedemdzie
siątych. Ostatnie otrzymałem dzięki 
uprzejmości przyjaciół z zagranicy, bo 
dostęp do dziesięcioletniej bazy danych 
kosztuje kilkanaście tysięcy dolarów 
rocznie -  mówi Andrzej Pile. Za wpły
wową publikację instytut filadelfijski 
uznaje artykuł, który zacytowano 50

zwań stawianych przez te programy. 
Tylko realne istnienie sprawnie funk
cjonujących ośrodków badawczych 
pozwala na prowadzenie skutecznej 
polityki naukowej, zgodnej z potrzeba
mi czasu wyrażanymi przez takie pro
gramy.

Wiedząc, że jest Pan nie tylko admi
nistratorem nauki, ale i jej współtwórcą, 
wierzymy, że wyrażone w tym piśmie 
nasze uwagi i postulaty, nie pozostaną 
bez echa. Zwracamy się więc do Pana 
Ministra z wnioskiem o wzmożenie 
strumienia finansowania działalności 
statutowej naszych instytutów, stano-

razy, za klasyka taki, na który powoła
ło się 400 naukowców. Żeby znaleźć się 
w rankingu Pilca, obejmującego doro
bek polskich uczonych w latach 1965 -  
2001, naukowiec musiał być cytowany 
ponad tysiąc razy i mieć przynajmniej 
jedną publikację cytowaną ponad sto 
razy. Cytaty musiały dotyczyć badań 
prowadzonych w polskich instytutach 
naukowych. Najwięcej cytowań (17 
tysięcy) „zgarnął" prof. Ryszard Gry- 
glewski, farmakolog z Collegium Me- 
dicum Uniwersytetu Jagiellońskiego. 
Kolejni mają niewiele mniej. Spośród 
czołowej trzydziestki rankingu, 14 osób 
pochodzi właśnie z tego ośrodka ba
dawczego, 7 osób z Instytutu Farmako
logii PAN w Krakowie. Po 5 osób z In
stytutu Biologii Doświadczalnej PAN 
w Warszawie i Akademii Medycznej 
w Warszawie oraz Akademii Medycz
nej w Gdańsku (4 osoby).

Ranking wyraźnie pokazał, że wybit
ni naukowcy mają tendencje do łączenia 
się w grupy wokół dobrych ośrodków 
badawczych -  mówi profesor Pile. Ma 
nadzieję, że dzięki tej wymiernej ocenie 
zmieni się polityka przyznawania gran
tów badawczych -  dostaną je ci, którzy 
udowodnią, że przydają się nauce. To 
wcale niebanalny problem. Ponad po
łowa robionych w Polsce badań nie jest 
cytowana nawet raz -  ich finansowanie 
to czyste marnotrawstwo pieniędzy.

Ale czy można w nauce ślepo ufać 
cyfrom? - Nie bardzo -  śmieje się profe
sor Pile. -  Cytuje się to, co jest akurat na 
topie, czym zajmuje się wielu naukow-

wiącej gwarancję efektywnej realizacji 
badań strategicznych.

Z poważaniem,
W imieniu Rady Dyrektorów Placówek 
Naukowych PAN

Prof. dr hab. W łodzim ierz  
Zagórski-O stoj a

Prof. dr hab. Elżbieta  
Sarno w ska-T  em eriusz

Prof. dr hab. Edm und Przegaliński

Warszawa, 30.05.2005 r.

ców. Zdarzają się jednak takie sytuacje, 
gdy wyniki badań wyprzedzają swój 
czas. Czasem wybitne prace przecho
dzą niezauważone aż do momentu, 
gdy zostaną na nowo odkryte -  mówi 
Pile. Klasycznym przykładem jest 
słynna teoria dziedziczenia Grzegorza 
Mendla, która po ogłoszeniu nie zyska
ła większej popularności. Zaintereso
wano się nią dopiero na początku XX 
wieku. Ale bywają i odwrotne sytuacje.
- Teoria zimnej fuzji była niedawno jed
nym z najpopularniejszych tematów, 
miała bardzo wysoką cytowalność. Po 
kilku latach okazało się, że należy ra
czej włożyć ja między bajki -  mówi au
tor rankingu. Takie „niewypały" zwy
kle żyją życiem komety -  wypływają 
na chwilę, by po jakimś czasie zniknąć. 
Inaczej rzecz ma się z klasykami. Teo
rię względności uważa się za rzecz tak 
oczywistą, że nikt nie powołuje się na 
jej autora ani teksty źródłowe. Einste
in nie mógłby pochwalić się wysokim 
miejscem na liście. - Za to gdyby zana
lizować rosyjskie cytaty z lat 60-tych, 
palmę pierwszeństwa dzierżyłby pew
nie Breżniew -  żartuje profesor. Aneg
dotami sypie jak z rękawa, bo ranking 
to jego hobby. Zawodowo profesor już 
od 30 lat zajmuje się biopsychiatrią. - Po 
naukowym światku krąży dowcip, że 
i tak lepiej być na liście Pilca niż liście 
Wildsteina -  opowiada. A kiedy znu
dzi mu się przekopywanie archiwal
nych egzemplarzy „Current contents"
-  pisma wydawanego przez Eugene 
Garfielda -  pakuje plecak i aparat foto
graficzny, czasem też raki i liny. Rusza 
w podróż (ostatnio do Namibii) albo

240 www.postepybiochemii.plhttp://rcin.org.pl

http://www.postepybiochemii.pl


staje gdzieś pod górska ścianą. Nie 
zdobywa już sześciotysięczników, ale 
wciąż lubi wyzwania.

Profesor Andrzej Pile z Instytutu Far
makologii PAN w Krakowie opracował 
raport najczęściej cytowanych polskich 
naukowców z dziedziny biologii, far
makologii i medycyny z lat 1965 -  2004. 
Badacze, czytając publikacje naukowe, 
odnoszą się do ich wyników, cytując 
ważne doniesienia z danej dziedziny 
nauki. Dobra, nowatorska praca ma 
szansę na wiele takich cytowań, zła zo
staje zapomniana. Według światowych 
statystyk, ponad połowa badań nie jest 
cytowana w ogóle, takie publikacje to 
czyste marnotrawstwo czasu i pienię
dzy. Przeciętna publikacja cytowana 
jest jeden-dwa razy. Więcej niż 50 cyto
wań uzyskuje jedynie około 1 procent 
prac, ponad 100 -  tylko 0,35 procenta. 
Liczba cytowań jest podstawowym 
wskaźnikiem jakości publikacji nauko
wej w wielu dziedzinach nauki, takich 
jak biologia, medycyna, fizyka, chemia 
i innych. W kraju dostępne są 2 bazy 
danych, poświęcone analizie cytowań. 
Baza „Science Citation Report" dotyczy 
danych za lata 1996-2001. Zakupiona 
przez KBN baza „National Citation 
Report" dla Polski dotyczy lat 1979-99. 
Pierwsza z nich jest zawężona w czasie 
(6 ostatnich lat), druga w przestrzeni

(dotyczy jedynie publikacji z polskimi 
afiliacjami). Żadna z baz nie daje zatem 
dostatecznie szerokiego wglądu w cało
kształt publikacji i cytatów uzyskanych 
przez polskich naukowców. W związ
ku z tym (korzystając z uprzejmości 
przyjaciół za granicą) postanowiono 
przeprowadzić analizę cytowań prac 
naszych badaczy, korzystając z dostę
pu do bazy „Scence Citation Report" 
za lata 1965-2001, czyli okres twórczej 
pracy żyjącego pokolenia polskich na
ukowców. Uzyskane wyniki są blisko 
10 razy bardziej korzystne dla polskich 
naukowców od danych dotychczas do
stępnych. Do analiz wykorzystano: spis 
najczęściej cytowanych naukowców 
bazy „National Citation Report" dla 
Polski, spis najczęściej cytowanych pu
blikacji z tejże bazy, z którego przeana
lizowano cytowania wszystkich współ
autorów. Zbadano cytowania członków 
Polskiej Akademii Nauk oraz członków 
komitetów naukowych przy Prezy
dium PAN. Dodatkowo zanalizowano 
cytowania wszystkich samodzielnych 
pracowników naukowych z instytucji 
najczęściej cytowanych. Afiliację autora 
weryfikowano sprawdzając nazwisko 
w Informatorze Nauki Polskiej 2000, 
obecna analiza dotyczy zatem samo
dzielnych pracowników naukowych 
(od stopnia doktora habilitowanego 
w górę). Doświadczenie zresztą wyka

zuje, że do uzyskania znaczącej ilości 
cytowań musi upłynąć kilka lat i ma
ło który naukowiec bez habilitacji ma 
szansę na znaczącą ilość cytowań. By 
znaleźć się na liście, naukowiec musi 
spełniać następujące kryteria:

być cytowany ponad tysiąc razy, 
opublikować choć jedną pracę cytowa
ną 100 lub więcej razy. Drugie kryte
rium wprowadzono w celu „wyłowie
nia" naukowców, którzy opublikowali 
choć jedną pracę, która w warunkach 
świata można uznać za „klasyka cyto
wań", oraz by ułatwić sobie ze wzglę
dów technicznych utworzenie takiej 
listy. Doświadczenie nabyte przy spo
rządzaniu tej analizy wykazało, że ol
brzymia większość autorów, którzy 
uzyskali ponad 1000 cytowań, ma na 
swoim koncie publikację cytowaną 100 
lub więcej razy. Kryterium powyższe 
spełniło 221 naukowców, w tym 64 
z dziedziny „biomed" (biologia i me
dycyna), 89 z fizyki, 48 z chemii oraz 20 
z innych działów nauki. Opublikowali 
oni łącznie 846 prac cytowanych ponad 
100 razy. Zakładając, że nasi naukowcy 
opublikowali w tym czasie około 200 
tysięcy prac, ponad 100 cytowań uzy
skało 0,42 procent publikacji, co nie od
biega od średnich światowych.
1 A rtyku ł ukazał się po raz pierwszy w numerze „Pulsu Biznesu” 
z dnia 13/05/2005 roku. Przedruk za zgodą redakcji, autorki 
i prof. Andrzeja Pilca.

20 N A JC Z ĘŚC IEJ C YTO W A N YC H  PO LSK ICH  N A U K O W C Ó W  N A UK  B IO M ED YC ZN YC H  (DO 1 CZERW C A  2004 ROKU)

1
2
3
4
5
6
7
8 
9

G ryglew sk i Ryszard - farmakolog, Collegium Medicum 
Uniwersytetu Jagiellońskiego, Kraków, 17 000 cytowań
G rynkiew icz G rzegorz - farmaceuta, Instytut Farmaceu
tyczny, Warszawa, 16 506 cytowań

K onturek Stanisław  - fizjolog, Collegium Medicum Uni
wersytetu Jagiellońskiego, Kraków, 14 991 cytowań

Jabłońska Stefania - dermatolog, Akademia Medyczna, 
Warszawa, 10 190 cytowań
Shugar D aw id - biofizyk, Instytut Biochemii i Biofizyki 
PAN, Warszawa, 8 900 cytowań

K isielów  Paw eł - immunolog, Instytut Immunologii i Te
rapii Doświadczalnej im. Ludwika Hirszfelda PAN, Wro
cław, 6 143 cytowań

Szczeklik  Andrzej - medycyna, Collegium Medicum Uni
wersytetu Jagiellońskiego, Kraków, 5 874 cytowań

Maj Jerzy - farmakolog, Instytut Farmakologii PAN, Kra
ków, 4 655 cytowań

Ż ylicz M aciej - biolog, Międzynarodowy Instytut Biolo
gii Molekularnej i Komórkowej PAN, Warszawa, 4 365 
cytowań

V etulani Jerzy - farmakolog, Instytut Farmakologii 
PAN, Kraków, 4 297 cytowań

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

K aczm arek Leszek - biolog, Instytut Biologii Do
świadczalnej PAN im. M. Nenckiego, Warszawa, 4 155 
cytowań
Zem bala M arek - immunolog, Collegium Medicum 
Uniwersytetu Jagiellońskiego, Kraków, 4 100 cytowań 
Chorzelski Tadeusz - dermatolog, Akademia Medycz
na, Warszawa, 4 088 cytowań
B rzozow ski T om asz - fizjolog, Collegium Medicum 
Uniwersytetu Jagiellońskiego, Kraków, 3 980 cytowań

Selmaj K rzysztof - neurolog, Uniwersytet Medyczny, 
Łódź, 3 896 cytowań

K ostow ski W ojciech  - farmakolog, Instytut Psychiatrii 
i Neurologii, Warszawa, 3 801 cytowań 
Koj A leksander - biolog, Uniwersytet Jagielloński, 
Kraków, 3 775 cytowań

Przew łocki Ryszard - farmakolog, Instytut Farmako
logii PAN, Kraków, 3 694 cytowań 
Potem pa Jan  - biochemik, Uniwersytet Jagielloński, 
Kraków, 3 666 cytowań

S tach u ra  Je rz y  - patomorfolog, Collegium Medi
cum Uniwersytetu Jagiellońskiego, Kraków, 3 470 
cytowań
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30-ty KONGRES FEBS; Budapeszt 2 - 7  lipca 2005 roku

Prezes Polskiego Tow arzystw a
Biochem icznego
Prof, dr hab. Jolanta Barańska

W dniach 2-7 lipca tego roku w Bu
dapeszcie odbył się 30-ty Kongres 
Federacji Europejskich Towarzystw 
Biochemicznych (FEBS), któremu to
warzyszyła 9-ta Konferencja Między
narodowej Unii Biochemii i Biologii 
Molekularnej (IUBMB). W Kongresie 
zorganizowanym przez Węgierskie 
Towarzystwo Biochemiczne wzięło 
udział około 2500 uczestników, w tym 
110 osób z Polski (Fot. 1). Głównym te
matem Kongresu były białka i peptydy 
(„The Protein Word: proteins and pep
tides -  structure, function and organiza
tion"). W czasie kongresu wygłoszono 
prawie trzysta wykładów, a w trakcie 
licznych sesji plakatowych zaprezen
towano niemal dwa tysiące komunika
tów. Wykład inauguracyjny wygłosił 
Peter Agree, laureat Nagrody Nobla za 
prace dotyczące akwaporyny. Wykła
dy plenarne wygłosili Ada E. Yonath 
z Rehovot, Izrael (FEBS-Datta Plenary 
Lectureship Award), Christopher M. 
Dobson z Cambridge, Wielka Brytania 
(50th Anniversary IUBMB Lecture), Do
uglas B. Kell z Manchester, Wielka Bry
tania (Teodor Bucher Lecture), Natalie 
C.J. Strynadka z Vancouver, Kanada 
(PABMB Lecture), Thomas Jenuwein 
z Wiednia, Austria (Sir Hans Krebs Lec
ture), Keiichi Namba z Osaki, Japonia 
(Special Plenary Lecture), Maria Carmo- 
-Fonseca z Lizbony, Portugalia (EMBO 
Lecture), Attila Mocsai z Budapesztu, 
Węgry (EMBO Young Investigator Lec
ture), Ele Deuerling z Heilderbergu, 
Niemcy (FEBS Letters Young Scientists 
Award Lecture) oraz Chrystian Klamot 
z Frakfurtutu, Niemcy (FEBS Journal 
Prize Award). Wśród polskich wykła
dowców byli m.in. Janusz M. Bujnicki 
z Międzynarodowego Instytutu Biolo
gii Molekularnej i Komórkowej w War
szawie, Piotr Zielenkiewicz z Instytutu 
Biochemii i Biofizyki PAN w Warsza
wie, a także Serhiy Havrylov, doktorant 
w Instytucie Biologii Doświadczalnej 
im. Marcelego Nenckiego PAN w War
szawie. Więcej informacji na temat 
Kongresu FEBS w Budapeszcie moż

na uzyskać łącząc się ze stroną inter
netową: http://ww.febs-iubmb-2005.
com. Polecam także stronę interneto
wą FEBS (http://www.febs.org), skąd 
można bezpłatnie ściągnąć w postaci 
plików z rozszerzeniem pdf publikacje 
ze specjalnego wydania FEBS Letters 
„Budapest Special Issue: Proteins and 
Peptides". Na zakończenie kongresu 
odbyło się zebranie przedstawicieli 
narodowych towarzystw biochemicz
nych wchodzących w skład FEBS, tzw. 
Council Meeting. W czasie obrad do
konano wyborów do władz FEBS. Miło 
jest mi poinformować, że członkiem 
FEBS Executive Committee jako Con
gress Councellor został wybrany Adam 
Szewczyk (Instytut Biologii Doświad
czalnej PAN), zaś członkiem Komitetu 
FEBS d/s Europy Wschodniej Andrzej 
Dżugaj (Uniwersytet Wrocławski). 
Zdecydowano także, że w 2008 roku 
Kongres FEBS odbędzie się w Atenach. 
Przypominam, że w przyszłym roku, 
kolejny 31-ty Kongres FEBS zostanie 
zorganizowany w Stambule w dniach 
24-29 czerwca. Więcej informacji na ten 
temat można znaleźć na stronie inter
netowej 31-go Kongresu pod adresem 
http: / / www.febs2006.org.

FEDERATION 
OF EUROPEAN 
BIOCHEMICAL 
SOCIETIES

JEŻELI CHCESZ:

-  OTRZYMYWAĆ BEZPŁATNĄ 
GAZETĘ FEBS,

-  ZOBACZYĆ JAKIE KURSY 
TEORETYCZNE I EKSPERY
MENTALNE ORGANIZUJE 
FEBS,

-  JAKIE STYPENDIA NA WY
JAZDY KRÓTKO- I DŁU
GOTERMINOWE MOŻNA 
UZYSKAĆ Z FEBS,

WEJDŹ NA STRONĘ EURO
PEJSKIEJ FEDERACJI TOWA
RZYSTW BIOCHEMICZNYCH

H T T P : / / W WW . F EB S. ORG

Fot. 1. N iektórzy z polskich uczestników  kongresu FEBS w Budapeszcie.

Building B
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Zjawiska epigenetyczne w patogenezie nowotworów 
Nowe możliwości profilaktyki i terapii?

Jarosław Paluszczak 

Wanda Baer-Dubowska

Katedra Biochemii Farmaceutycznej Akademii 
Medycznej im. K. Marcinkowskiego, Poznań

Katedra Biochemii Farmaceutycznej 
Akademii Medycznej im. K. Marcinkowskiego 
w Poznaniu, ul. Grunwaldzka 6,60-780 Poznań; 
e-mail: baerw@amp.edu.pl, tel. (61) 854 66 21

Artykuł otrzymano 2 grudnia 2004 r.
Artykuł zaakceptowano 31 stycznia 2005 r.

Słowa kluczowe: epigenom, metylacja DNA, 
histony, nowotwory, chemoprewencja

Wykaz skrótów: CpG -  dinukleotyd 5'-CG-3'; 
DNMT -  metylotransferaza DNA; DNMTi
-  inhibitory DNMT; HAT -  acetylotransfera- 
za histonów; HDAC -  deacetylaza histonów; 
HDACi -  inhibitory deacetylaz histonów; 
HMT -  metylotransferaza histonów; MBP -  
białka wiążące zmetylowane cytozyny; mCpG
-  zmetylowane dinukleotydy 5'-CpG-3'; SAM
-  S-adenozylometionina

STRESZC ZEN IE

Ostatnie lata badań dostarczyły przekonujących dowodów, że obok zmian genetycznych 
w patogenezie nowotworów istotną rolę odgrywają także mechanizmy związane z epi- 

genetyczną kontrolą ekspresji genów. Zmiany epigenomu zachodzą na różnych etapach in
dukcji nowotworów i z tego powodu mogą być celem oddziaływania zarówno czynników 
chemoprewencyjnych, jak i chemioterapeutyków. Epigenetyczna kontrola transkrypcji 
związana jest z metylacją DNA i kowalencyjnymi modyfikacjami histonów, obejmującymi 
przede wszystkim ich acetylację i metylację. Obydwa mechanizmy są ze sobą ściśle powiąza
ne. W komórkach nowotworowych hypometylacji całego genomu towarzyszy hypermetyla- 
cja sekwencji DNA charakterystycznych dla określonego typu nowotworu. Hypermetylacja 
promotorów genów supresorowych równie często jak mutacje przyczynia się do ich inakty- 
wacji. W niniejszym artykule przedstawiono obecny stan wiedzy na temat molekularnego 
podłoża zmian epigenetycznych w nowotworach oraz możliwości wykorzystania tych zja
wisk w profilaktyce i terapii.

W PR O W A D Z EN IE

Zjawiska epigenetyczne, a szczególnie epigenetyczna regulacja funkcjonalnej 
ekspresji genu, stały się w ostatnich latach jednym z najważniejszych obiektów 
badań w odniesieniu do patogenezy nowotworów. Główną przyczyną tego za
interesowania stało się stwierdzenie istotnej roli współdziałania chromatyny 
i metylacji DNA w transkrypcyjnym wyciszaniu genów związanych z procesem 
onkogenezy [1, 2], Integralną częścią epigenetycznej kontroli transkrypcji obok 
metylacji DNA są kowalencyjne modyfikacje białek histonowych [3, 4]. W sta
nie normy mechanizmy te są wykorzystywane w komórce do wyciszania licz
nych sekwencji powtórzonych (m.in. w centromerach, telomerach), piętnowania 
rodzicielskiego, wyłączania drugiego chromosomu X w komórkach żeńskich 
[5], Metylacja DNA służy rozróżnianiu nici DNA w procesie naprawy błędnie 
sparowanych zasad. Jest także formą obrony przed ekspresją obcego DNA, co 
może być też jedną z przeszkód skutecznej terapii genowej [6]. Schemat metyla
cji DNA, ustalony na wczesnych etapach rozwoju zarodkowego, ulega małym 
zmianom podczas życia osobniczego [7-9]. Metylacji ulega głównie cytozyna 
dinukłeotydów CpG pojedynczo rozrzuconych po całym genomie. W obrębie 
natomiast tzw. wysp CpG, czyli dłuższych obszarów DNA (minimum 500 kpz)
0 zwiększonej w porównaniu z całym genomem procentowej zawartości CpG 
(powyżej 55%), które występują w obrębie sekwencji promotorowych około 60% 
genów ulegających stałej ekspresji, reszty cytozyny pozostają niezmetylowane, 
niezależnie od stanu ekspresji [1, 10, 11]. W komórkach rakowych natomiast 
hypometylacji całego genomu towarzyszy hypermetylacja wysp CpG, co pro
wadzi do zakłócenia czynności wielu genów. Białka histonowe ulegają licznym 
modyfikacjom posttranslacyjnym takim jak acetylacja, metylacja, fosforylacja
1 ubikwitynacja. Acetylacja jest związana ze zmianą układu nukleosomów i ak
tywacją transkrypcji, natomiast deacetylacja prowadzi do represji transkrypcji 
w wyniku kondensacji chromatyny. Metylacja DNA i acetylacja histonów są ze 
sobą integralnie powiązane tworząc specyficzny epigenetyczny kod. Ich zakłó
cone funkcjonowanie w nowotworach, prowadzące do wyciszenia np. genów 
supresorowych, wydaje się być atrakcyjnym celem zarówno terapii jak i chemo- 
prewencji.

M ETYLA CJA  D N A  I M O D Y FIK A C JE H IST O N Ó W

Metylacja reszt cytozyny w pozycji 5 pierścienia pirymidynowego jest katali
zowana przez enzymy z grupy metylotransferaz DNA (DNMT). Donorem grupy 
metylowej jest S-adenozylometionina (SAM). Metylotransferazy DNA (DNMTI, 
DNMT3a, DNMT3b) charakteryzują się obecnością rejonu C-końcowego z do
meną katalityczną, o zachowanej w ewolucji sekwencji, a różnice ich funkcji 
wynikają z dużej zmienności rejonu N-końcowego. DNMTI ma powinowactwo
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do hemimetylowanego DNA i służy kopiowaniu schematu 
metylacji na nić potomną podczas replikacji [10]. W późnej 
fazie S DNMT1 zakotwiczona na białku PCNA (jądrowy 
antygen proliferujących komórek) pojawia się w widełkach 
replikacyjnych [12]. Wierność odtwarzania schematu mety
lacji poszczególnych dinukletydów CpG na nici potomnej 
nie jest całkowita, lecz pozostaje zachowana, jeśli chodzi
0 większe domeny DNA [13]. DNMT1 posiada zwiększone 
powinowactwo do nieprawidłowych struktur DNA, które 
mogą pod jej wpływem ulegać metylacji [1, 13]. DNMT3a
1 3b katalizują reakcje metylacji DNA de novo, stąd ich głów
ną rolą jest tworzenie schematu metylacji podczas rozwoju 
zarodkowego. Powszechnie przyjmuje się, że w warunkach 
fizjologicznych brak ekspresji określonego genu podczas 
embriogenezy jest sygnałem do jego epigenetycznego wyci
szenia. DNMT1 oraz 3a i 3b są niezbędne do prawidłowego 
rozwoju, czego dowodzi fakt, że myszy pozbawione tych 
genów giną na wczesnych etapach rozwoju zarodkowego 
[10]. Metylacja DNA może rozprzestrzeniać się na sąsiadu
jące sekwencje. Sekwencje powtarzające się SINE (ang. short 
interspersed nuclear elementé) oraz LINE (ang. long intersper- 
sed nuclear elementé) mogą służyć jako miejsca metylacji de 
novo, z których sygnał ten jest przenoszony na przylegające 
fragmenty DNA [14]. Pewne sekwencje takie jak np. miej
sca wiązania czynnika transkrypcyjnego Sp l, są chronione 
przed metylacją. Mechanizm tego zjawiska nie jest jasny, 
a może polegać na sterycznym blokowaniu dostępu DNMT 
do tych sekwencji [14].

Histony są białkami zasadowymi o zachowanej w ewo
lucji sekwencji, będącymi podstawowymi składnikami 
strukturalnymi nukleosomu. Ich rola nie ogranicza się jed
nak tylko do tworzenia struktury chromatyny. Aminokwa
sy ogonów histonów rdzeniowych, zwłaszcza H3 oraz H4, 
stanowią miejsce licznych kowalencyjnych modyfikacji, 
które wpływając na strukturę chromatyny, decydują o ak
tywności transkrypcyjnej genów. Ściśle określone reszty 
aminokwasowe odpowiednich histonów ulegają odwracal
nym modyfikacjom kowalencyjnym, katalizowanym przez 
specyficzne dla danych reszt aminokwasowych enzymy. 
Spektrum reakcji obejmuje acetylację reszt lizyny katalizo
waną przez acetylotransferazy histonów (HAT) i ich deace- 
tylację przez deacetylazy histonów (HDAC), metylację reszt 
lizyny i argininy katalizowaną przez metylotransferazy 
histonów (HMT), fosforylację reszt seryny i treoniny oraz 
ubikwitynację reszt seryny. Aktywność enzymów katalizu
jących wymienione reakcje jest regulowana przez oddzia
ływania z szeregiem białek oddziałujących pośrednio lub 
bezpośrednio z DNA. Nie bez znaczenia biologicznego jest 
stopień metylacji lizyny i argininy, które mogą ulegać odpo
wiednio trój- i dwu-stopniowej metylacji [15-17],

Zmetylowane reszty cytozyny są dostatecznie trwałe, 
aby służyć przekazywaniu informacji epigenetycznej ko
mórkom potomnym. Kowalencyjne modyfikacje histonów 
są znacznie bardziej labilne, przy czym metylacja histonów 
jest trwalsza od ich acetylacji. Jakkolwiek nie jest jasne, czy 
modyfikacje histonów mogą również brać udział w prze
noszeniu informacji epigenetycznej na komórki potomne, 
wydaje się, że ze względu na trwałość, tylko metylacja hi
stonów mogłaby służyć takiemu celowi [17].

EPIG EN ETYCZN E M EC H A N IZM Y  
REG U LA CJI T R A N SK R Y PC JI

Epigenetyczna kontrola transkrypcji jest wielopozio
mowa. Kluczową rolę w tym procesie odgrywa metylacja 
DNA, choć nie jest to mechanizm uniwersalny dla wszyst
kich organizmów żywych. Steryczna zawada, jaką stanowi 
grupa metylowa przyłączona do reszty cytozyny powoduje, 
że niektóre czynniki transkrypcyjne (np. NF-kB, CREB, c -  

-Myc, E2F) w wyniku metylacji CpG tracą powinowactwo 
do odpowiadającej im sekwencji (ang. consensus sequence)
[1]. Sygnał w postaci symetrycznie zmetylowanego miej
sca CpG jest rozpoznawany przez grupę białek MBP (ang. 
methyl-CpG binding proteins), mających przy końcu amino
wym domenę wiążącą zmetylowany DNA (MBD): MeCP2, 
MBD1, MBD2, MBD3, MBD4 [18]. Białka te nie mają zdolno
ści rozpoznawania, tak jak czynniki transkrypcyjne, specy
ficznych sekwencji DNA (ang. consensus sequence). Pomimo 
braku specyficzności budowa sekwencji a szczególnie ilość 
i lokalne zagęszczenie dinukletydów mCpG rozpoznawa
nych przez białka MBP, może decydować o sile wiązania 
tych białek do określonych sekwencji DNA [19]. Oksydacyj
ne uszkodzenia DNA, jak 8-oksyGua hamują zdolność wią
zania się białek MBP do zmienionych dinukletydów CpG 
[20]. Warunkiem wyciszania ekspresji genu wskutek me
tylacji DNA jest utworzenie odpowiedniej struktury chro
matyny (Rys. 1). MBP mają zdolność represji transkrypcji 
poprzez interakcję z HDAC i kompleksami przebudowują
cymi strukturę chromatyny [21]. Prowadzi to do kondensa
cji chromatyny, która staje się niedostępna dla czynników 
transkrypcyjnych. Najnowsze badania wskazują, że białko 
Lsh wchodzące w skład kompleksów przebudowujących 
strukturę chromatyny, jest niezbędne do metylacji DNA, 
co dowodzi złożoności wzajemnych powiązań wszystkich 
elementów odpowiedzialnych za powstawanie epigeno- 
mu [22], Na efektywność represji transkrypcji wpływają 
takie czynniki jak pozycja i gęstość mCpG. Istnieje pewien 
efekt progowy, po którego przekroczeniu może dochodzić 
do rozprzestrzeniania metylacji na odcinku do kilkuset par 
zasad [23], Powyższa sekwencja zdarzeń, w której metyla
cja DNA jest procesem pierwotnie indukującym wyciszanie 
genu, nie jest jedyną możliwą. Wiele dowodów wskazuje, 
że modyfikacje histonów również mogą prowadzić do re-

1

♦ mCpG

Rysunek 1. M echanizm  epigenetycznej represji transkrypcji.
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Ogony histonów rdzeniowych zawierają wiele gęsto uło
żonych reszt aminokwasowych, które mogą ulegać post- 
translacyjnym modyfikacjom. Hipoteza kodu histonowego 
zakłada, że różne kombinacje modyfikacji reszt amino
kwasów tworzących ogony histonów mogą dawać impuls 
do tworzenia euchromatyny lub heterochromatyny. Część 
modyfikacji wykazuje redundację efektu. Modyfikacje jed
nej reszty aminokwasowej mogą stymulować modyfikacje 
innych reszt wzmacniając wywołany efekt, zaś hamować 
modyfikacje prowadzące do efektu przeciwstawnego [15- 
-17]. Metylacja reszty lizyny w pozycji 4 histonu H3 koreluje 
z aktywacją genu, zaś metylacja reszt lizyny w pozycjach 9 
i 27 histonu H3 z jego represją. Metylowane reszty lizyny 
i argininy rozpoznawane są przez białka efektorowe zawie
rające wspólny element strukturalny, domenę o charaktery
stycznej budowie, nazwaną chromodomeną. Przykładem 
białka, w którym obecna jest chromodomeną jest białko 
heterochromatyny HP1 mające powinowactwo do zmetylo- 
wanej reszty lizyny w pozycji 9 histonu H3 [16,17].

Efekt wyciszającej transkrypcję metylacji histonów może 
być odwrócony na zasadzie przełącznika, którego rolę 
odgrywa reakcja fosforylacji reszt seryny, bądź treoniny, 
przylegających do zmetylowanej reszty lizyny. Fosforylacja 
reszty seryny w pozycji 10 histonu H3 przylegającej do zme
tylowanej reszty lizyny w pozycji 9 może zatem stanowić 
mechanizm umożliwiający funkcjonalne usunięcie efektu 
metylacji wskutek znacznego osłabienia oddziaływania ze 
swoistym dla metylowanej lizyny efektorem i przywróce
nie aktywności transkrypcyjnej wyciszonej sekwencji DNA 
[17]. Acetylowane reszty lizyny ogonów histonów rdzenio
wych rozpoznawane są z kolei przez białka efektorowe ma
jące wspólny motyw strukturalny, zwany bromodomeną. 
Acetylacja histonów koreluje zasadniczo z występowaniem 
chromatyny aktywnej transkrypcyjnie [16]. Dodatkowym 
elementem kontroli transkrypcji jest wymiana histonów na 
ich warianty. Wariant H3.3 jest wbudowywany na miejsce 
histonu H3 podczas aktywacji ekspresji genów [24]. DNMT 
mogą bezpośrednio oddziaływać zarówno z metylotrans- 
ferazą histonów SUV39H1, jak i białkiem HP1, co dowodzi 
złożoności wzajemnych zależności czynników odpowie
dzialnych za tworzenie epigenomu [25].

EPIG EN ETYK A  N O W O T W O R Ó W

Zmiany metylacji DNA w komórkach nowotworowych 
obejmują ogólną hypometylację genomu, której towarzyszy 
lokalna hypermetylacja wysp CpG promotorów genów su- 
presorowych. Hypometylacji ulegają głównie powtarzające 
się sekwencje satelitarne i w obrębie centromerów. Obser
wuje się również hypometylację i związany z tym wzrost 
ekspresji protoonkogenów, np. ras, fos, myc. Metylacja pro
motorów genów supresorowych prowadzi do wyciszenia 
niezmutowanych alleli i może stanowić zarówno pierwszy, 
jak i drugi etap ich dwustopniowej, czyli wymagającej wy
ciszenia obu alleli, inaktywacji. Zmiany metylacji DNA po
jawiają się już na wczesnych etapach onkogenezy i narastają 
wraz z rozwojem procesu nowotworowego [26, 27]. Zestaw 
wyciszonych genów supresorowych jest charakterystyczny 
dla danego typu nowotworu, np. BRCA1 ulega hypermety- 
lacji tylko w nowotworach sutka i jajnika, p73 i p l5  -  w no

wotworach układu krwiotwórczego, VHL -  nowotworach 
nerek. Dany typ nowotworu można z kolei podzielić na 
określone „metylotypy" [28], Epigenetyczna inaktywacja 
może dotyczyć jednocześnie kilku dróg prowadzących do 
transformacji nowotworowej. Można przyjąć, że w każdym 
klonie komórek rozregulowanie kilku punktów kontrolnych 
może być wynikiem hypermetylacji genów białek regulacyj
nych (Tabela 1) [26, 29], Hypometylacja DNA prowadzi do 
destabilizacji struktury chromosomów, a jej skutkiem mogą 
być niestabilność i rearanżacje chromosomów [30], Na pod
stawie analizy epigenomu nowotworów jelita grubego za
proponowano hipotezę fenotypu metylatorowego (CIMP 
-  ang. CpG island methylator phenotype), analogicznie do 
fenotypu mutatorowego. Zgodnie z tą hipotezą, komórki 
wykazujące CIMP charakteryzują się szczególnie istotnymi 
zmianami poziomu metylacji DNA. Przyczyny występowa
nia CIMP nie są jasne [31].

Do tej pory nie stwierdzono jednoznacznie, co wywołuje 
zmiany epigenomu w komórkach nowotworowych. Mogą 
one powstawać pod wpływem promieniowania X oraz 
związków chemicznych takich jak związki chromu i niklu 
[32, 33]. Znaczenie mogą mieć również czynniki genetycz
ne. Polimorfizmy S-transferazy glutationu PI oraz oksydo-

Tabela 1. Przykłady epigenetycznie w yciszanych genów w kom órkach nowo
tw orowych

Gen Funkcja Typy nowotworów i

pl5 regulacja cyklu 
komórkowego

białaczki, nowotwory 
żołądka, wątroby

VHL czynnik transkrypcyjny nowotwory nerek

GSTpi metabolizm
ksenobiotyków

guzy prostaty

RARbeta wzrost i różnicowanie 
komórek

nowotwory jelita 
grubego i piersi

APC transdukcja sygnału nowotwory jelita grubego

pló regulacja cyklu 
komórkowego

większość typów 
nowotworów

AR wzrost i różnicowanie 
komórek nowotwory prostaty

ER wzrost i różnicowanie 
komórek

nowotwory piersi, 
jelita grubego

0 6-MGMT naprawa DNA nowotwory przewodu 
pokarmowego, płuc, mózgu

E-CAD adhezja komórkowa, 
metastazy

nowotwory piersi, płuc, 
prostaty, przewodu 
pokarmowego, białaczki

DAPK apoptoza nowotwory płuc

pRb regulacja cyklu 
komórkowego retinoblastoma

hMLHl naprawa DNA
nowotwory przewodu 
pokarmowego

BRCA1 naprawa DNA nowotwór piersi

MDR1 transport
ksenobiotyków

ostre białaczki

O bjaśnienie skrótów: VH L - czynnik von H ippel-Lindau, GSTpi - S-transferaza 
glutationu P, RARbeta - receptor beta kwasu retinowego, APC - gen polipow atości 
jelita grubego, AR - receptor androgenów , ER - receptor estrogenów , Oó-M GM T 
- m etylotransferaza O' m etyloguaninaiDN A, E-CAD - E-kadheryna, DAPK - ki- 
naza białek zw iązana ze śm iercią kom órkową, BRCA1 - gen nowotworu piersi, 
MDR1 - białko oporności w ielolekowej. Przygotowano na podstaw ie: 4, 51, 55.
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reduktazy NAD(P)H: chinon korelują z częstszą metylacją 
promotorów genów p l6  i MGM T  w komórkach nowotwo
rów dróg oddechowych [34]. Wyciszanie genów supresoro- 
wych może być zjawiskiem wtórnym wobec pierwotnego 
spadku ich ekspresji wywołanego innymi czynnikami, bo
wiem wiadomo, że brak aktywności transkrypcyjnej może 
być impulsem takiej reakcji [35],

Przeciwstawne zmiany metylacji DNA (z jednej strony 
ogólna hypometylacja, której towarzyszy miejscowa hyper- 
metylacja) sugerują, że w komórkach rakowych dochodzić 
może do błędnego nakierowywania DNMT. Niektóre obec
ne w komórkach nowotworowych nieprawidłowe białka fu- 
zyjne mogą nakierowywać DNMT do określonych sekwen
cji DNA. Fuzyjne białko PML-RAR może służyć za przykład 
takiego nakierowywania. Prawdopodobne są również inne 
mechanizmy. Białko p21 oddziałuje z PCNA w tym samym 
miejscu, co DNMT1, uniemożliwiając na początku fazy 
S przyłączenie DNMT1 do PCNA i metylację wysp CpG. 
Na wczesnych etapach rozwoju nowotworów piersi, płuc, 
jajnika ma miejsce nadekspresja genu w afl/cip l, kodującego 
białko p21, która może prowadzić do hypometylacji geno
mu. Późniejsza utrata funkcji p21 w komórkach rakowych 
umożliwia przyłączenie DNMT1 do widełek replikacyjnych 
we wczesnej fazie S i nieprawidłową metylację wysp CpG [1, 
10]. Przyczyną wyciszania genów może być również niepra
widłowe nakierowywanie HDAC. W przewlekłej białaczce 
szpikowej fuzyjne białko AML1-ETO oddziałuje z miejsca
mi wiązania AML1 prowadząc do hamowania transkrypcji 
wskutek interakcji ETO z kompleksem N-CoR zawierającym 
m.in. HDAC1 i białko przebudowujące chromatynę Sin3
[36], Jednym z możliwych mechanizmów prowadzących 
do hypermetylacji genomu w komórkach nowotworowych 
może być wzrost ekspresji i aktywności DNMT. Brak jed
nak zgody, co do prawdziwości takiego scenariusza. W nie
których badaniach wykazano nadekspresję DNMT, jednak 
wyniki są rozbieżne i trudno obecnie uznać prawdziwość 
takiej tezy. Wzrost ekspresji i aktywności DNMT obserwo
wano w nowotworach wątroby szczurów wywołanych nie
doborem grup metylowych [37],

mCpG stanowią gorące miejsca mutacji. Zmetylowana 
cytozyna często ulega hydrolitycznej deaminacji, co może 
prowadzić do tranzycji cytozyna—»tymina. W komórkach 
obecny jest specyficzny system naprawy takich uszkodzeń. 
Białko MBD4 jest glikozylazą DNA, która koryguje niekom- 
plementarne pary guanina-tymina oraz guanina-uracyl po
wstałe w wyniku hydrolitycznej deaminacji odpowiednio 
metylocytozyny i cytozyny, preferencyjnie usuwając tymi- 
nę lub uracyl i prowadząc do powstania miejsc apirymidy- 
nowych. Część C-końcowa tego białka zawierająca domenę 
katalityczną jest homologiczna do domen kilku białek na
prawczych bakterii. Enzym ten może służyć minimalizacji 
mutacji mCpG [16, 38, 39], Inaktywacja MBD4 prowadzi 
do wzrostu tranzycji cytozyna—Aymina, a w połączeniu 
z mutacją genu Apc u myszy powoduje wzrost częstotliwo
ści występowania nowotworów przewodu pokarmowego 
i przyspieszenie ich progresji [38]. Ponadto mCpG stano
wią preferowane miejsce reakcji tworzenia adduktów m. in. 
przez powszechnie występujące w środowisku kanceroge- 
ny - policykliczne węglowodory aromatyczne i lek przeciw- 
nowotworowy- mitoksantron [40].

M ETYLA C JA  D N A W  D IA G N O ST YCE  
I PR O G N O Z O W A N IU  O N K O LO G IC Z N Y M ;
TER A PIA  EPIG EN ETYC ZN A

Zmiany metylacji DNA zachodzą na bardzo wczesnych 
etapach nowotworzenia, dlatego sygnał ten może służyć 
wczesnej diagnostyce onkologicznej. Materiał w postaci 
DNA nie musi pochodzić z komórek guza, gdyż wystarczy 
pomiar poziomu metylacji DNA pozyskanego z krwi, mo
czu, stolca, śliny, nasienia (w zależności od typu nowotwo
ru) [3, 26, 41]. Nieprawidłową metylację DNA można łatwo 
analizować. Techniki oparte na łańcuchowej reakcji poli- 
merazy (PCR) umożliwiają w niezbyt skomplikowany spo
sób wykrycie zmian metylacji wysp CpG towarzyszących 
określonym genom, a także ich sklasyfikowanie, określenie 
stopnia zaawansowania choroby i prognozowanie [26, 42]. 
Profil metylacji może pomóc w przewidywaniu zachowa
nia komórek nowotworowych określonego pacjenta [26]. 
Hypermetylacja pewnych genów w określonych typach no
wotworów koreluje z gorszym rokowaniem [43],

Skoro procesy związane z nieprawidłowym formowa
niem aktywnych i nieaktywnych domen DNA mogą być 
przyczyną nieprawidłowej funkcji komórek nowotworo
wych, to modulacja tych procesów powinna dawać pozy
tywne efekty terapeutyczne. Inhibitory DNMT (DNMTi) 
i HDAC (HDACi) stanowią zatem nowe grupy poten
cjalnych leków przeciwnowotworowych. Zastosowanie 
DNMTi powinno przywrócić ekspresję wyciszonych ge
nów supresorowych i zdolności autoregulacyjne komórki. 
Działanie wspomagające powinny wykazywać HDACi. 
Rzeczywiście połączenie tych dwóch typów inhibitorów 
powoduje wzrost efektu i pozwala na redukcję dawek obu 
substancji [44], Zastosowanie wyłącznie HDACi przywraca 
ekspresję tylko części genów. Duża gęstość metylacji chroni 
bowiem część sekwencji przed derepresją [23]. Jako środki 
demetylujące stosuje się obecnie 5-azacytydynę oraz decy- 
tabinę (5-aza-2'-deoksycytydyna). Są to analogi nukleozy- 
dów, które po przemianie w komórkach do trifosforanów, 
są wbudowywane do DNA podczas replikacji w fazie S cy
klu komórkowego i wiążą kowalencyjnie DNMTI prowa
dząc do spadku puli dostępnego enzymu do metylacji za
chowawczej i w konsekwencji do demetylacji DNA [41, 42, 
45, 46]. Decytabina w niskich dawkach działa demetylująco, 
natomiast w wyższych dawkach wykazuje działanie cyto- 
toksyczne [41].

HDACi charakteryzują się zróżnicowaną budową che
miczną, lecz mają wspólne elementy budowy, warunkujące 
aktywność farmakologiczną; ugrupowanie chelatujące atom 
metalu, kilkuwęglowy łącznik oraz hydrofobowy fragment 
wiążący się powierzchniowo z HDAC. Można je podzielić 
na kilka grup chemicznych; kwasy hydroksamowe (np. 
trichostatyna A), krótkołańcuchowe kwasy karboksylowe 
(np. kwas fenylomasłowy), benzamidy, ketony, cykliczne 
peptydy (np. depsypeptyd) [47], HDACi mogą indukować 
proces różnicowania komórkowego, zatrzymanie wzrostu 
komórki, apoptozę. Apoptoza wywołana przez HDACi jest 
niezależna od p53 i wynika z indukcji ekspresji p21 [46, 48],

Kliniczne zastosowanie terapii epigenetycznej nie jest na 
razie możliwe. Obecnie stosowane DNMTi nie są specyficz
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ne wobec tego enzymu, a ich działanie przeciwnowotworo- 
we jest przynajmniej częściowo podyktowane bezpośred
nim działaniem cytotoksycznym [42, 45], Skuteczność tych 
związków, jak pokazują dotychczasowe badania kliniczne, 
nie jest satysfakcjonująca, a ogranicza się praktycznie do 
nowotworów układu krwiotwórczego, guzy lite są najczę
ściej oporne na ich działanie [41]. Wyzwaniem dla naukow
ców będzie znalezienie selektywnych inhibitorów DNMT 
i HDAC, określenie ich skuteczności przeciwnowotworo- 
wej i opracowanie schematów ich podawania. Trzeba mieć 
również na uwadze fakt, że nie u wszystkich chorych stoso
wanie terapii epigenetycznej będzie miało sens [29]. Zatem 
ważną kwestią pozostanie opracowanie szybkich testów 
określających występowanie lub brak fenotypu metylatoro- 
wego w komórkach rakowych indywidualnego pacjenta.

Potencjalne działanie uboczne terapii epigenetycznej, 
wynikające z demetylacji sekwencji powtórzonych (np. ro
dzina Alu), transpozonów czy genów piętnowanych rodzi
cielsko w komórkach prawidłowych organizmu chorego na 
nowotwór, muszą być brane pod uwagę, jednak badania 
kliniczne wskazują, że nie powinny one stanowić dużego 
problemu, choć trudno przewidzieć, czy skutki stosowania 
DNMTi nie będą manifestować się z opóźnieniem. Biorąc 
pod uwagę wpływ hypometylacji genomu na stabilność 
chromosomów, można się spodziewać wystąpienia niepra
widłowości chromosomalnych po zastosowaniu azanukle- 
ozydów, jednak po terapii nie zaobserwowano żadnych 
wyraźnych zmian chromosomów [46]. Jakkolwiek terapia 
epigenetyczna sama w sobie najprawdopodobniej nie bę
dzie dawać efektu cytotoksycznego, może służyć jako „bio- 
uczulacz" dla konwencjonalnych schematów leczenia [43],

W PŁY W  C Z Y N N IK Ó W  ŚR O D O W ISK O W YC H  
NA M ETYLA C JĘ D NA

Na poziom metylacji DNA i jego zmiany w nowotworach 
w istotny sposób może wpływać podaż czynników metylu- 
jących w diecie. Donorem grup jednowęglowych do metyla
cji DNA jest S-adenozylometionina (SAM). W metabolizmie 
SAM uczestniczą: kwas foliowy, metionina, cholina, wita
mina B|2oraz cynk. Niedobory tych składników pokarmo
wych prowadzą do obniżonej zdolności komórek do mety
lacji DNA [49, 50]. Całkowite wyłączenie z pokarmu kwasu 
foliowego indukuje u szczurów powstawanie nowotworów 
wątroby. Poprzez znaczne uszczuplenie poziomu SAM 
i spadek stosunku SAM do homocysteiny (SAH) dochodzi 
do hypometylacji genomu i aktywacji niektórych protoon- 
kogenów. Obserwuje się wzrost poziomu mRNA dla c-fos, 
c-Ha-ras, c-myc. Do hypometylacji dochodzi pomimo wzro
stu ekspresji i aktywności DNMT. Dzieje się tak dlatego, że 
enzym wiąże się z licznymi miejscami uszkodzeń DNA, ob
niżając efektywność ich naprawy i prowadzi do nieprawi
dłowej metylacji tych sekwencji, zaś ogranicza pulę enzymu 
potrzebnego do metylacji zachowawczej w widełkach repli- 
kacyjnych [37],

W eksperymentach na myszach wykazano, że poziom 
nośników grup metylowych w diecie ciężarnej matki wpły
wa istotnie na stabilną ekspresję allelu A!’v genu agouti, ko
dującego barwę sierści, u jej potomstwa. W zależności od 
regulacji epigenetycznej u identycznych genetycznie myszy

allel ten ulega zróżnicowanej ekspresji. Niski poziom nośni
ków grup metylowych w diecie matek prowadzi do braku 
metylacji elementu kontrolnego IAP allelu A^, co wiąże się 
z powstawaniem dłuższego transkryptu. Fenotyp obejmuje 
występowanie żółtej barwy sierści, a także pojawienie się 
otyłości i cukrzycy, zwiększonej zapadalności na nowo
twory i spadku żywotności u ich potomstwa. Odpowiedni 
poziom tych nośników gwarantował prawidłowy stopień 
metylacji IAP i ekspresję allelu, związaną z powstawaniem 
krótszego transkryptu, wyłącznie w mieszkach włosowych 
oraz normalny fenotyp [51]. Co więcej, samice o żółtej bar
wie sierści częściej niż samice o dzikim fenotypie wydawa
ły potomstwo również o żółtej barwie sierści. Takie wyniki 
mogą dowodzić, że również u ludzi czynniki zewnętrzne, 
takie jak składniki diety mogą indukować zmiany epigeno- 
mu, których akumulacja z biegiem lat może prowadzić do 
przyspieszenia manifestacji objawów choroby nowotwo
rowej, przynajmniej u genetycznie podatnych osobników 
[52].

Oprócz diety również inne czynniki środowiskowe mogą 
indukować zmiany epigenomu [53]. Dobrze udokumento
wane właściwości indukcji metylacji DNA mają wirusy. 
Metylacja ma służyć wyciszaniu obcego genomu, lecz może 
rozprzestrzeniać się na przyległe do miejsca integracji wi
rusa obszary DNA gospodarza. Nowotwory indukowane 
przez wirusy, np. nowotwory wątroby indukowane HBV 
lub HCV rzeczywiście odznaczają się wyższym poziomem 
metylacji genów niż nowotwory o innej etiologii. Przynajm
niej częściowo czynnikiem odpowiedzialnym może tu być 
również przewlekły stan zapalny [31].

EPIG EN O M  JA K O  CEL C H EM O PR EW EN CJI

Chemoprewencja w przeciwieństwie do chemioterapii, 
to postępowanie polegające na stosowaniu naturalnych lub 
syntetycznych czynników w celu odwrócenia lub zahamo
wania procesu nowotworzenia. Taktyka ta ma na celu in
terwencję na możliwie najwcześniejszych etapach indukcji 
procesu nowotworowego poprzedzających pojawienie się 
klinicznej postaci nowotworu [54]. Zmiany epigenetyczne 
są odwracalne i zachodzą na wczesnych etapach nowotwo
rzenia, zatem mogą stanowić dogodny cel działań chemo- 
prewencyjnych [55]. Ze względu na fakt, że postępowanie 
chemoprewencyjne jest adresowane przede wszystkim do 
osób o zwiększonym ryzyku, które jednak nie wykazują ob
jawów choroby, najcenniejszą grupą potencjalnych czynni
ków chemoprewencyjnych są składniki żywności. Jednym 
ze składników diety, który jak wspominano wyżej, może 
korygować niewłaściwą metylację DNA, jest kwas foliowy. 
Badania kliniczne wykazały, że dieta o dużej zawartości 
tej witaminy lub jej wzbogacenie na drodze suplementacji 
może chronić przed rakiem jelita grubego. Zrozumienie 
mechanizmu tego zjawiska komplikuje jednak fakt, że su- 
plementacja kwasem foliowym obniża stopień hypometyla
cji DNA w śluzówce jelita, natomiast w raku jelita grubego 
obok ogólnej hypometylacji obserwuje się hypermetylację 
regionów promotorowych specyficznych genów [56, 57], 
Dalsze badania w odniesieniu do specyficznych populacji 
uwzględniające polimorfizm genów związanych z podatno
ścią na ten typ nowotworu powinno ułatwić poznanie tego 
mechanizmu. Poza kwasem foliowym, zdolność modulacji
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procesów epigenetycznych wykazano także dla niektórych 
innych związków naturalnych np. zawartego w zielonej 
herbacie galusanu epigallokatechiny [58].

Syntetyczne DNMTi oraz HDACi wykazywały działanie 
profilaktyczne u testowanych zwierząt, jednak ich zastoso
wanie chemoprewencyjne u ludzi jest ze względu na po
ziom ich toksyczności niemożliwe. Decytabina zapobiegała 
u szczurów utrzymywanych na diecie ubogiej w selen, two
rzeniu w jelicie grubym przedrakowych uszkodzeń (ang. 
crypt foci) indukowanych dimetylohydrazyną [59]. Z kolei 
decytabina i kwas fenylomasłowy stosowane łącznie zapo
biegały u myszy rozwojowi nowotworów płuc [60].

Założeniem chemoprewencji jest długotrwałe podawa
nie czynników chemoprewencyjnych. Ponieważ nie pozna
no jednak do tej pory całkowicie biologii epigenomu, trud
no przewidzieć efekty długotrwałego stosowania takich 
związków. Spodziewać się można zahamowania postępują
cych z wiekiem zmian metylacji DNA, które mogą wyciszać 
geny supresorowe np. w komórkach nabłonka jelit. Nieza
leżnie od tego, czy zmiany epigenetyczne są zjawiskiem 
pierwotnym czy też wtórnym, takie postępowanie powinno 
przynieść realne korzyści, ponieważ zmiany te zachodzą na 
bardzo wczesnych etapach powstawania większości typów 
nowotworów, zatem ich blokada uniemożliwi utworzenie 
klonów komórek o wyraźnie uprzywilejowanym wzroście.

UW AG I K O Ń CO W E

Współdziałanie metylacji DNA i acetylacji histonów 
w regulacji ekspresji genu jest w tej chwili już dobrze udo
kumentowane. Aby jednak w pełni zrozumieć funkcjonalne 
powiązanie pomiędzy tymi zjawiskami w wyciszaniu ge
nów niezbędne są narzędzia badawcze umożliwiające rów
noczesne wykrycie zmian w ekspresji genu, metylacji DNA 
i acetylacji histonów. Takie zintegrowane podejście jest 
konieczne w celu identyfikacji nowych celów terapeutycz
nych i/ lub prewencyjnych. Badania aktualnie prowadzone 
w wielu ośrodkach na świecie zmierzają w tym kierunku. 
Niedawno opracowany [61] zintegrowany „potrójny" sys
tem mikroprocesorowy umożliwiający określanie epige- 
netycznej hierarchii regulacji ekspresji genu w komórkach 
rakowych zdaje się ten cel przybliżać.
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A BSTR A C T
In recent years it became evident that epigenetic control of gene expression plays important role in the development of cancer. Epigenetic 
alterations occur throughout all stages of carcinogenesis, what makes them excellent targets for both chemoprevention and, at later stages, 
chemotherapy. Two changes integral to epigenetic transcriptional control are DNA méthylation and covalent modifications of histone prote
ins. In cancer cells, genome-wide hypomethylation is accompanied by local DNA hypermethylation with unique patterns exhibited by each 
tumor type. Hypermethylation of promoter regions of classic tumor suppressor genes in human cancers is at least as common as mutation as 
a mechanism for their inactivation. The second major layer of epigenetic transcriptional control is modification of histone proteins, particu
larly their acétylation. These two ways of epigenetic control are integrally linked. In this review we summarize the current knowledge about 
epigenetic events related to cancer and discuss the possibility of using them as chemotherapy or chemoprevention targets.
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Kinazy tyiozynowe 
Nowy cel terapii przeciwnowotworowej

STRESZCZENIE

Badania ostatnich lat potwierdziły praktyczne zastosowania inhibitorów kinaz tyrozy- 
nowych jako leków. Testy kliniczne wykazały efektywne przeciwnowotoworowe wła

ściwości Herceptyny, która jest monoklonalnym przeciwciałem dla receptora kinazy tyro- 
zynowej Her^net, a także STI571, niskocząsteczkowego inhibitora kinaz BCR/ABL, c-Kit 
i PDGFR. Niektórym nowotworom złośliwym towarzyszy ekspresja fuzyjnych kinaz tyrozy- 
nowych, zatem icł inhibitory mogą mieć znaczenie terapeutyczne. Dla efektywnego stoso
wania inhibitorów w klinice konieczne jest jak najlepsze poznanie mechanizmów aktywacji 
kinaz tyrozynowych i ich roli w transformacji nowotworowej. Wydaje się, że wnioski wy
nikające z dotychczasowej wiedzy na temat roli tych enzymów w procesie nowotworzenia 
mogą otworzyć drrgę nowym metodom terapii oraz diagnostyki wykorzystującym jako cel 
onkogenne formy kinaz tyrozynowych, ulegające ekspresji w różnych nowotworach złośli
wych.

W PRO W A D ZEN IE

Około 20% genów człowieka koduje produkty biorące udział w przesyłaniu 
sygnałów w komórkach. Głównymi modulatorami tych procesów są reakcje 
fosforylacji/ defosforylacji, w których grupa fosforanowa ulega enzymatyczne
mu przeniesieniu z ATP na resztę aminokwasową białka. Fosforylacja może być 
prowadzona przez kinazy, a defosforylacja przez fosfatazy. Dotychczas opisano 
ponad 500 kinaz i 150 fosfataz, wśród których odrębną klasę stanowią kinazy 
tyrozynowe (PTK, ang. protein tyrosine kinases), fosforylujące tyrozynę białka do
celowego. Do tej pory poznano 90 kinaz tyrozynowych, jednak ich liczba może 
być większa. Kinazy tyrozynowe uczestniczą w przesyłaniu sygnałów zwią
zanych z podstawowymi funkcjami komórki w tym, ze wzrostem, podziałem, 
migracją, syntezą i apoptozą. Onkogenne formy kinaz tyrozynowych ulegają 
ekspresji w różnych nowotworach złośliwych, dlatego regulacja ich aktywności 
może mieć zasadnicze znaczenie w patogenezie. Ogólny mechanizm działania 
PTK przedstawiono na Rys. 1.

K IN A ZY  
T YR O ZYN O W E

Wszystkie ki
nazy tyrozynowe 
można podzielić na 
dwie grupy - trans- 
błonowe kinazy 
receptorowe oraz 
cy to p la z m a  ty czn e  
kinazy niereceptoro- 
we. Pierwszą grupę

Rysunek 1. Ogóln/ m echanizm  działania kinaz tyrozynowych. Y -  fosforylo- Stanowią enzym y, 
wane reszty tyrozm y substratu, P -  reszta fosforanowa które przekazują Sy-
------------------------------------------------------------------------------------- gnały od receptorów
błonowych do wnętrza komórki i są zakotwiczone w błonie komórkowej przez 
hydrofobową domenę transbłonową. Sygnały zewnątrzkomórkowe odbierane 
są przez enzymy tej grupy poprzez wiązanie liganda z domeną zewnątrzkomór- 
kową, stymuljjące aktywację domeny cytoplazmatycznej. W procesie aktywacji 
wyróżnić morna dwa podstawowe etapy, z których pierwszy polega na dime- 
ryzacji receptorów, a w konsekwencji zmianie ich konformacji, natomiast w dru
gim enzym ulega autofosforylacji. Procesy te zapoczątkowują kaskadę reakcji 
fosforylacji, ddęki którym aktywowane są kolejne białka do momentu, aż sygnał 
zostanie przecazany do jądra, gdzie spowoduje ekspresję określonych genów 
docelowych. Receptorowe kinazy tyrozynowe zaliczyć można do następujących 
rodzin:
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— naskórkowych czynników wzrostu (ang. epidermal 
growth factor receptor family), do których zalicza się EGER, 
ErbB2, ErbB3, ErbB4;'
— receptorów insuliny (ang. insulin receptor family) InsR, 
IGF1R, IRR;
— płytkowych czynników wzrostu (ang. platelet-derived 
growth factor receptor fam ily): PDGFRa, RDGFRp, CSF1R, 
Kit, Flk2;
— naczyniowo-śródbłonowych czynników wzrostu (ang. 
vascular endothelial growth factor family): VEGFR1, VEGFR2, 
VEGFR3;
— czynników wzrostu fibroblastów (ang. fibroblast growth 
factor receptor family): FGFR1, FGFR2, FGR3, FGFR4
— czynników wzrostu hepatocytów (ang. hepatocyte growth 
factor receptor family): Met, Ron, Sea;
— czynników Ret (ang. recombined in transfection).

Do cytoplazmatycznych kinaz tyrozynowych zalicza 
się enzymy związane z receptorami komórkowymi, a któ
re ulegają aktywacji w wyniku przyłączenia liganda do ich 
receptora oraz kinazy wolne, aktywowane transportem jo
nów przez błonę komórkową lub podczas przejścia komór
ki z jednej fazy cyklu komórkowego do drugiej. Mechanizm 
aktywacji i działania kinaz tej grupy jest podobny do kinaz 
receptorowych, które mają również podobne domeny kata
lityczne. Każda domena katalityczna kinaz tyrozynowych 
ma miejsce wiązania ATP, będące donorem grup fosfora
nowych oraz miejsce wiążące substrat, do którego przenosi 
grupy fosforanowe z ATP. Cytoplazmatyczne kinazy tyro- 
zynowe podzielić można na następujące rodziny (klasyfi
kację kinaz tyrozynowych oparto o ich analizę strukturalną
[1]; wykaz dotąd poznanych kinaz człowieka dostępny jest 
pod adresem www.kinase.com/human/kinome):

— Src, biorąca udział w mitogenezie, aktywacji kinaz 
MAPK, aktywacji komórek T i B, przekazywaniu sygnału 
przez immunoreceptory Fc, związana z receptorami PDGFR 
oraz EGFR;
— rodzina JAK (ang. janus kinase) związana z receptorami 
cytokin, aktywuje czynniki STAT (ang. signal transducers and 
activators o f  transcription);
— rodziny FAK, ABL, Csk, Syk/ZAP70 oraz Ack.

K IN A ZY TYRO ZYN O W E  
W  N O W O TW O RA CH  ZŁO ŚLIW YC H

Aktywność fosforylacyjna kinaz tyrozynowych w ko
mórce podlega ścisłej kontroli przez fosfatazy tyrozynowe, 
które odłączają grupy fosforanowe od kinaz oraz ich sub
stratów, prowadząc do inaktywacji enzymu [2-4], Jednakże 
istnieją mechanizmy, które pozwalają kinazom wydostać 
się spod tej kontroli umożliwiając ciągłe przesyłanie sygna
łów, na przykład do proliferacji, przez co zaburzona zostaje 
homeostaza komórki, a to z kolei sprzyja procesom prowa
dzącym do transformacji nowotworowej. Kinazy tyrozyno
we mogą nabywać właściwości onkogenne, poprzez muta
cje w kodujących je genach, które stają się protoonkogenami 
komórkowymi. W wyniku translokacji chromosomowych, 
geny kinaz tyrozynowych mogą ulegać fuzji z innymi, a po
wstające geny fuzyjne (np. BCR/ABL) kodują zmienione 
białka o najczęściej zwiększonej aktywności fosforylacyjnej

w porównaniu z kinazami typu dzikiego. Natomiast mu
tacje punktowe w obrębie domen zewnątrzkomórkowej, 
transbłonowej lub cytoplazmatycznej przyczyniają się do 
nabycia zdolności do dimeryzacji i/lub autofosforylacji, bez 
konieczności wiązania liganda z receptorem [5, 6], Wśród 
kinaz tyrozynowych znajdują się białka odpowiedzialne za 
przemiany biochemiczne, które regulują wzrost komórek, 
różnicowanie oraz ich śmierć, wskazuje się również na ich 
udział w procesie nowotworzenia. Nowotwór może roz
wijać się w procesie wieloetapowym na skutek kumulacji 
odziedziczonych i/lub nabytych wad w genach, których 
produkty regulują cykl komórkowy [7]. Kinazy tyrozyno
we mogą zatem przyczyniać się do niekontrolowanej pro
liferacji komórek nowotworowych, rozwoju nowotworu, 
jego uzłośliwiania, wreszcie prowadzić mogą do metastazy 
bez bezpośredniej inicjacji procesu nowotworzenia. Kinazy 
tyrozynowe stymulują procesy angiogenezy bezpośrednio 
związane ze wzrostem nowotworu. Niektóre nowotwory 
złośliwe, przede wszystkim białaczki charakteryzują się 
ekspresją białek wykazujących właściwości kinaz tyrozyno
wych, takich jak BCR/ABL czy c-Kit. W porównaniu z ko
mórkami prawidłowymi, białka te wykazują zwiększoną 
aktywność enzymatyczną, w czego wyniku w niewłaściwy 
sposób przejmują i przekształcają wewnątrzkomórkowe 
sygnały transkrypcji, proliferacji i apoptozy. Zatem zakłó
cają prawidłowy przebieg procesów komórkowych i tym 
samym przyczyniają się do powstawania fenotypu choro
bowego. Wydaje się, że te specyficzne białka o aktywności 
kinaz tyrozynowych mogą być wykorzystane jako cel tera
pii przeciwnowotworowej.

O N K O G EN N A  A K T Y W A C JA  K IN A Z TYR O ZYN O W YC H

W prawidłowym szlaku aktywacji kinaz tyrozynowych, 
ligand wiążący się z receptorem kinazy tyrozynowej indu
kuje oligomeryzację receptora (Rys. 2) [8]. Zmiana konfor- 
macyjna, będąca następstwem wiązania liganda oraz dime
ryzacji receptora, zapoczątkowuje wzajemne oddziaływa
nie pomiędzy sąsiednimi domenami cytoplazmatycznymi 
i aktywację kinazy tyrozynowej (Rys. 2A). Zmiany konfor- 
macyjne w receptorze wywoływać mogą ligandy monome- 
ryczne, powodując jego dimeryzację, na przykład podczas 
aktywacji naskórkowego czynnika wzrostu EGF lub ligandy 
biwalentne, które pośredniczą w dimeryzacji leżących obok 
siebie receptorów, tak jak w przypadku płytkowego czyn
nika wzrostu PDGF i jego receptora PDGFR [9-13]. Możliwa 
jest również heterodimeryzacja receptorów, która została 
potwierdzona dla transformującego czynnika wzrostu alfa, 
TGFa, wywołującego aktywację kinaz c-ErbB2 i EGFR [14, 
15]. Aktywacja cytoplazmatycznych kinaz tyrozynowych 
może być zapoczątkowywana w odpowiedzi na sygnały 
pozakomórkowe, zmiany stężenia Ca2+ lub mitogenezę [8]. 
Cytoplazmatyczne kinazy JAK są aktywowane na drodze 
oligomeryzacji [16-19], podczas gdy aktywacja kinaz z ro
dziny SRC wymaga defosforylacji tyrozyny w pozycji 527 
w kinazie Src oraz jej odpowiedników w innych kinazach 
tej rodziny [20]. Kinazy z rodziny SRC w N-końcu mają trzy 
domeny SH (ang. Src homology dornain), odpowiedzialne 
odpowiednio za aktywność enzymatyczną (SH1), wiązanie 
fosfotyrozyny (SH2) i regulację aktywności enzymu (SH3) 
[21, 22], W formie nieaktywnej, w kinazie Src domena SH2 
wiąże się z fosforylowaną resztą tyrozyny 572 w ten sposób,
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że zmiany konformacyjne utrzymują ją w bezpośrednim 
kontakcie z domeną SH3. Ponadto wykazano, że wiązanie 
SH2-SH3 hamuje autofosforylację tyrozyny w centrum ak
tywnym enzymu w pozycji 416 niezbędną dla utrzymania 
aktywnej konformacji enzymu [23]. Aktywacja zarówno 
receptorowych, jak i cytoplazmatycznych kinaz tyrozy- 
nowych inicjuje kaskadę reakcji fosforylacji obejmujących 
autofosforylację enzymu oraz fosforylację substratów cyto- 
plamatycznych i białek pomocniczych, na przykład białka 
adaptorowego Crk-L, specyficznego dla onkognennej for
my kinazy BCR/ ABL (Rys. 2B). Sygnały generowane przez 
kinazę mogą następnie zostać przekazane do jądra, gdzie 
indukowana jest ekspresja genów docelowych wywołując 
odpowiedź komórki, na przykład jej podział. Należy ocze
kiwać, że wzrastającemu poziomowi kinaz tyrozynowych, 
towarzyszyć będzie wzrost sygnałów pochodzących od 
inhibitorów generowanych po to, aby zapobiec stymulacji 
proliferacji przez aktywne kinazy.

Onkogenna aktywacja kinaz tyrozynowych zaburza pro
ces równowagi i prowadzi do ustanowienia konstytutywnej 
aktywności enzymu. Proces ten może przebiegać na drodze 
kilku mechanizmów, które można podzielić na dwie główne 
kategorie [24]. Pierwsza obejmuje aktywację na drodze mu
tacji, które nadają stałą aktywność kinazom tyrozynowym.

Wiązanie
liganda

Dimeryzacja
receptorów

Autofosforylacja 
i aktywacja

ATP ADP
4

Wiązanie
substratu

Fosforylacja
substratu

Aktywacja
substratu

Rysunek 2. Aktyw acja szlaku sygnałowego kinazy tyrozynowej poprzez w iąza
nie ligandu. (A) Etap 1 - w iązanie ligandu, etap 2 - dim eryzacja receptorów, etap 
3 - autofosforylacja enzym u. (B) Etap 4 - w iązanie substratu, etap 5 - fosfory
lacja substratu, etap - uwolnienie substratu i aktywacja w ew nątrzkom órkowych 
szlaków sygnałow ych. Y -  fosforylow ane reszty tyrozyny substratu, P -  reszta 
fosforanowa.

Mechanizm ten prowadzi do aktywacji enzymu niezależnie 
od wiązania liganda i jest obserwowany dla wielu recepto
rowych kinaz tyrozynowych izolowanych z onkogennych 
wirusów zwierzęcych. Mechanizmy aktywacji mutagennej 
enzymu obejmować mogą translokacje chromosomalne 
oraz mutacje punktowe prowadzące do zmian w domenach 
pozakomórkowych, kompleksie wiążącym ATP oraz zmian 
w części katalitycznej kinazy [25-29]. Druga kategoria obej
muje szereg różnych zdarzeń, które mogą być związane 
z powielaniem liganda, hamowaniem przeciwstawnych 
szlaków regulacji, nadekspresją lub amplifikacją samej ki
nazy tyrozynowej, prowadzących do pobudzenia autowy- 
dzielniczej pętli podstawowego szlaku aktywacji enzymu.

AKTYWACJA PRZEZ MUTACJE

Znanych jest kilkanaście przypadków kinaz tyrozyno
wych ulegających ekspresji w ludzkich nowotworach zło
śliwych, które są aktywowane przez mutacje. Mutacje te są 
stosunkowo łatwe do wykrycia w porównaniu z identyfi
kacją zmian ekspresji enzymu. Wiele z tych mutacji zostało 
odkrytych podczas badań różnych postaci raka, dlatego jed
nocześnie stanowią przesłankę do etiologicznej roli onko
gennych kinaz tyrozynowych w procesie nowotworzenia. 
W 1960 roku opisano pierwszą specyficzną nieprawidło
wość chromosomalną nowotworów krwi związaną z obec
nością chromosomu Filadelfia (Ph) jako wynik translokacji 
fragmentu chromosomu 22 do chromosomu 9 [t(9;22J] [30]1. 
W wyniku tej translokacji następuje aktywacja protoonko- 
genu komórkowego c-ABL z chromosomu 9 poprzez połą
czenie go z genem BCR w chromosomie 22 [31, 32]. Stwier
dzono, że geny tworzą funkcjonalną hybrydę BCR/ABL ko
dującą onkogenne białko mające aktywność cytozolowej ki
nazy tyrozynowej [33, 34]. Istnieje cała grupa onkogennych 
kinaz tyrozynowych aktywowanych na drodze mutacji 
zaliczanych ze względu na podobieństwo strukturalne do 
rodziny fuzyjnych kianz tyrozynowych (ang. fusion tyrosine 
kinases, FTKs) powstających w wyniku translokacji chromo- 
somalnych (Tabela 1). Wszystkie one wykazują podobień
stwo strukturalne do BCR/ABL, które obejmuje N-końcowy 
region oligomeryzacji odpowiedzialny za konstytutywną 
aktywację związanych z nim C-końcowych partnerów fu
zyjnych, najczęściej domen wykazujących aktywności kinaz 
tyrozynowych. Stwierdzono, że poziom ekspresji FTKs ma

Tabela 1. Onkogenne kinazy tryrozynow e pow stające na skutek translokacji 
chrom osom alnych oraz stow arzyszone z nim i zespoły chorobowe

Kinaza FTK Translokacja
chromosomalna

BCR/ABL [t(9;22)]

TEL/ABL [t(9;12)J

TEL/JACK2 [t(9;12j] 
TEL/
PDGFpR [t(5;12j]

TEL/
TLKCR(L)

NPM/ALK

[t(12;15)]

[t(2;5j]

Zespół chorobowy

przewlekła białaczka szpikowa, 
ostra białaczka limfoblalstyczna 
przewlekła białaczka szpikowa, 
ostra białaczka limfoblalstyczna, 
ostra białaczka szpikowa 
ostra białaczka limfoblalstyczna 
przewlekła białaczka 
mielomonocytowa
ostra białaczka szpikowa, 
wrodzony mezoblastyczny 
rak nerki
rozległy chłoniak anaplastyczny

1 Majsterek I, Błasiak J (2002) Chrom osom Filadelfia. Postępy Biochemii 48:156-166
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zasadniczy wpływ na przebieg transformacji blastycznej 
w białaczkach u ludzi [35], Onkogenne kinazy tyrozynowe 
takie jak: BCR/ABL, TEL/ABL, TEL/JAK2, TEL/TRKC(L), 
TEL/PDGFpR oraz NPM/ALK powstające w komórkach 
w wyniku translokacji chromosomalnych związane są z wy
stępowaniem zarówno ostrych jak i przewlekłych białaczek 
szpikowych oraz chłoniaków [36, 37]. Kinazy te aktywują 
szlaki wewnątrzkomórkowego przekazywania sygnału sty
mulujące komórki do podziałów, chronią komórki przed 
apoptozą, a także indukują oporność na leki cytostatyczne 
oraz promieniowanie y [38],

Mutacje punktowe obok aberracji chromosomowych są 
drugim potencjalnym źródłem onkogennej aktywacji kinaz 
tyrozynowych. Zmiany sekwencji nukleotydowej genów 
dla domeny transbłonowej mogą powodować niezależną 
od liganda aktywację kinazy, którą obserwowano w przy
padku onkogennej kinazy NEU/c-erbB-2 [39, 40, 41]. Mu
tacje w domenie transbłonowej mogą powodować również 
rozszerzenie zakresu swoistości enzymu do substratów jak 
w przypadku v-ROS [42], Obserwuje się także delecje w ob
rębie zewnątrzkomórkowych domen regulatorowych kinaz 
tyrozynowych, które powodują onkogenną aktywację kinaz 
[26], Dodatkowo mutacje mające wpływ na negatywną re
gulację kinazy tyrozynowej, takie jak mutacja tyrozyny 527 
kinazy SRC oraz mutacje w miejscu wiązania fosforanu, 
mogą prowadzić do zaburzeń regulacji enzymu i prowa
dzić do jego onkogennej aktyw acji.

AUTOWYDZIELNICZA AKTYWACJA ENZYMU

Rysunek 3. Struktura niektórych inhibitorów kinaz tyrozynowych.

IN H IB IT O R Y  K IN A Z TYR O Z Y N O W Y C H  JA K O  
LEKI PR Z EC IW N O W O T O W O R O W E

Aktywacja autowydzielnicza polega na pobudzaniu ak
tywności kinaz tyrozynowych niezależnie od sygnałów 
komórkowych. Mechanizm ten odgrywa rolę w czasie nie
kontrolowanej ekspresji genów dla kinaz tyrozynowych lub 
nadekspresji liganda. Geny te w przypadku prawidłowej 
kinazy aktywowane są tylko w obecności przyłączonego 
liganda, lecz stymulacja autowydzielnicza doprowadza do 
zamknięcia pętli, w której sygnały wychodzące z kinazy są 
źródłem dla ekspresji jej własnych genów lub nadekspresji 
liganda (Rys. 3). Wykazano, że kinazy tyrozynowe zdolne 
są do stymulacji jądrowych czynników transkrypcyjnych 
z rodziny ST AT. Mechanizm aktywacji pętli autowydziel- 
niczej został opisany dla kinazy EGFR (pętla EGF-EGFR) 
w raku piersi, pęcherza, jajników, płuc oraz mózgu, kinazy 
PDGFR (pętla PDGF-PDGFRb) w raku mózgu, kinazy IG- 
F1R (pętla IGF1-IGF1R) w raku piersi, płuc oraz prostaty, 
a ostatnio również dla receptorowej kinazy tyrozynowej 
MET -  czynnika wzrostu hepatocytów [35-44], Onkogenną 
aktywacja kinaz może być również wynikiem modyfikacji 
pomocniczych szlaków regulujących, które wpływają na ich 
aktywność. Na przykład mutacje, które pojawiają się w ne
gatywnych szlakach sygnałowych fosfataz, mogą doprowa
dzić do zaburzenia aktywności regulujących i pobudzenia 
autowydzielniczej pętli kinaz. Inne mechanizmy są bardziej 
złożone i obejmują zmiany dotyczące dostępności substra- 
tu dla receptorowych kinaz tyrozynowych lub konstytu
tywnej aktywacji kompleksu receptorowego połączonego 
z niereceptorową kinazą tyrozynową. Może to nastąpić 
w przypadku nadprodukcji liganda lub mutacji w obrębie 
receptora, a oba przypadki prowadzą do trwałej aktywacji 
kinazy tyrozynowej.

Od momentu rozpoznania ponad 20 lat temu faktu, iż 
niektóre onkogenne wirusy kodują kinazy tyrozynowe, za
częto rozważać możliwość zastosowania terapii skierowanej 
przeciw tej klasie enzymów. W doświadczeniach w komór
kach nowotworowych z nadekspresją kinaz tyrozynowych, 
wykazano właściwości antyproliferacyjne dwóch inhibito
rów herbimicyny i staurosporyny. Ze względu na szerokie 
spektrum działania i toksyczność tych inhibitorów, prowa
dzącą do hamowania aktywności całych kompleksów kinaz, 
konieczna stała się potrzeba zwiększenia specyficzności ich 
działania. Wysiłki, aby wykorzystać związki chemiczne 
i preparaty syntetyczne o dużej specyficzności do wąskiej 
klasy kinaz początkowo zostały przyjęte sceptycznie, po
nieważ sposób działania tych preparatów polegał na kon
kurencyjnym hamowaniu wiązania ATP. Domena wiązania 
ATP jest wysoce konserwatywnym, kluczowym motywem 
wszystkich kinaz. Ta właściwość może kwestionować spe
cyficzność substratową leków działających na ten region 
kinaz.

Ważnym wydarzeniem w tej dziedzinie, było w roku 
2001 wprowadzenie do badań klinicznych nowego leku 
przeciwnowotworowego o właściwościach inhibitora kinaz 
tyrozynowych. Lekiem tym była herceptyna, monoklonalne 
przeciwciało skierowane przeciw receptorowi kinazy tyro
zynowej Her2/neu. Zastosowanie herceptyny w chemio
terapii u pacjentek z przerzutami raka piersi, zwiększało 
szansę ich przeżycia. Przełomem w leczeniu białaczek stało 
się zastosowanie niskocząsteczkowego inhibitora STI571 
dla onkogennej kinazy tryozynowej BCR/ABL, które zre
wolucjonizowało strategie terapii dla chorych z translokacją
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Ph2 ZD1839 był pierwszym z nowej klasy leków przeciw- 
nowotworowych znanych jako inhibitory receptorowych 
kinaz tyrozynowych. ZD1839 jest inhibitorem kinazy ty- 
rozynowej EGFR i obecnie stosowany jest w leczeniu raka 
płuc, ale trwają testy kliniczne wykorzystujące aktywność 
leku w terapii raka jelita grubego, raku piersi, szyi i głowy. 
Podsumowując należy stwierdzić, że zastosowanie inhibi
torów w leczeniu nowotworów otworzyło drogę dla nowej 
generacji leków skierowanych przeciw onkogennym kina
zom tyrozynowym. Poszukiwanie inhibitorów selektywne 
oddziałujących na docelowe kinazy jest obecnie jednym 
z głównych kierunków badań współczesnej farmakolo
gii klinicznej. Postęp tych badań wyznacza rosnąca liczba 
związków wprowadzanych do badań klinicznych (Tabe
la 2, Rys. 4).

NISKOCZĄSTECZKOWE BLOKERY DOMENY ATP

Niskocząsteczkowe blokery domeny ATP są najbardziej 
uniwersalną grupą inhibitorów, dzięki którym udaje się 
wybiórczo zahamować aktywność zarówno receptorowych 
jaki i niereceptorowych kinaz tyrozynowych (Rys. 5). Ba
dania krystalograficzne struktury STI571 (Gleevec, Glivec, 
Imatinib metylase), pierwszego z testowanych klinicznie 
blokerów wiążącego się z kinazą c-ABL, wskazały na jego 
bezpośrednie oddziaływanie na wysoce konserwatywną 
domenę enzymu wiążącą ATP. Pod względem chemicznym 
STI571 jest pochodną 2-fenyloaminopirymidyny. Stwier
dzono, że inhibitor wiążę się preferencyjnie z nieaktywną 
formą konformacyjną kinazy (nieufosforylowaną), zapobie
gając przez to jej autofosforylacji i aktywacji. Dzięki możli
wości współzawodnictwa z cząsteczką ATP, inhibitor STI- 
571 działa antagonistycznie poprzez fizyczne blokowanie 
miejsca wiążącego ATP, uniemożliwiając przenoszenie grup 
fosforanowych na tyrozynę substratu. Pomimo, iż wszystkie 
kinazy w formie aktywnej są bardzo do siebie podobne, to 
wykazują odmienną strukturę w konformacji nieaktywnej.

Tabela 2. Inh:bitory kinaz tyrozynowych znajdujących się w fazie testów klinicz
nych

Lek Kinaza tyrozynowa

Przeciwciała monoklonalne

Herceptyna
MDX-H210
2C4
ICM-C225
MDX-477

Inhibitory niskocząsteczkowe

STI-571
ZD1839
OSI-774
CI-1033
PKI-166
PTK-787
SU5416
SU6668

Inhibitory niespecyficzne

Lefunomic
A771726

2 Czechowska A, Błasiak J (2003) Inhibitor kinaz tyrozynowych STI571 -  nadzieja 
na przełom  w leczeniu białaczek. Postępy Biochem 49:157-167

Her-2/neu (ErbB-2) 
Her-2/neu (ErbB-2) 
Her-2/neu (ErbB-2) 
EGFR (ErbB-1) 
EGFR (ErbB-1)

ABL, c-Kit, PDGFR 
EGFR (ErbB-1)
EGFR (ErbB-1)
EGFR, Her-2/neu 
EGFR, Her-2/neu 
VEGFR (Flk-1/KDR)
VEGFR (Flk-1/KDR), PDGFR, 
FGFR

Rysunek 4. Pętla autowydzielnicza kiazy tyrozynowej. Przebieg reakcji: 1, w ią
zanie i fosforylacja substratu w centrum  aktyw nym  enzymu; 2, aktywacja w e
wnątrzkom órkow ego szlaku sygnałowego kinazy tyrozynowej; 3, stym ulacja 
jądrow ych czynników  transkrypcyjnych; 4, nadekspresja liganda dla kinazy 
tyrozynowej; 5, synteza i uwolnienie ligandu; 5, związanie ligandu i aktywacja 
kinazy tyrozynowej. Y -  fosforylow ane reszty tyrozyny substratu, P -  reszta fos
foranowa.

Różnice między konformacjami kinaz dotyczą głównie pę
tli aktywacyjnej. W przypadku konformacji aktywnej, pętla 
ta przyjmuje postać otwartą, w której jej część C-końcowa 
jest odsunięta od centrum katalitycznego, tworząc platfor-

Rysunek 5. H am ow anie aktywności kinaz tyrozynowych poprzez blokowanie 
dom eny wiążącej ATP. Lewa strona rysunku: kinaza tyrozynowa z centrum  kata
litycznym  w form ie aktywnej. Prawa strona rysunku: centrum  katalityczne enzy
mu z inhibitorem , zaham owanie fosforylacj substratu i przekazyw ania sygnału 
w ew nątrzkom órkow ego. Y -  fosforylow ane reszty tyrozyny substratu, P -  reszta 
fosforanowa

Adenozyno-PPP

Adenozyno-PPP,

O
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mę ułatwiającą związanie substratu. W przypadku konfor
macji nieaktywnej tworzącej kompleks z STI571, położenie 
pętli aktywacyjnej zmienia się tak, że część pętli, która w tej 
strukturze jest nieufosforylowana, przypomina substrat 
przyłączony do domeny katalitycznej, czego efektem jest 
blokowanie miejsca aktywacji. STI571 jest inhibitorem kina
zy c-ABL, c-Kit oraz PDGFR(3. Zastosowanie tego inhibitora 
spowodowało radykalną odpowiedź kliniczną u pacjentów 
z przewlekłą białaczką szpikową, mających gen BCR/ABL 
oraz u chorych ze zrębowymi guzami żołądkowo-jelitowy- 
mi, mających gen c-Kit.

ZD1839 (Gefitinib, IRESSA), jest jednym z najnowszych 
biologicznych preparatów, stosowany w leczeniu nowo
tworów związanych z aktywnością onkogennych kinaz 
tyrozynowych. ZD1839 jest niskocząsteczkowym inhibito
rem, który jest pochodną 4-anilinokwainazoliny i wykazu
je specyficzność do grupy receptorowych kinaz tyrozyno
wych zaliczanych do naskórkowych czynników wzrostu 
EGFR (ErbBl) [42, 43,44], Białka te zostały zidentyfikowane 
na powierzchni komórek nowotworowych i przypuszcza 
się, że mogą być odpowiedzialne za wzrost oraz metastazę 
nowotworu. ZD1839 podobnie jak STI571 jest specyficznym 
inhibitorem kompetecyjnym, który blokuje wiązanie ATP 
do domeny katalitycznej enzymu. Innym preparatem specy
ficznym do EFGR jest testowany klinicznie (III faza testów) 
inhibitor OSI-774. OSI-774 jest również pochodną 4-anili
nokwainazoliny, ZD1839 i OSI-774 mają ponad 100-krotnie 
wyższą specyficzność substratową dla ErbBl niż ErbB2. 
Atom NI kwainazoliny poprzez wiązanie wodorowe od
działuje z azotem Met769; oddziaływanie to jest kluczowe 
dla wiązania ATP. W wiązaniu inhibitora biorą także udział 
Thr776, Gly767 i Met769 kinazy EGFR [45]. We wstępnych 
badaniach klinicznych przeprowadzonych na pacjentkach 
z rakiem jajników, podczas podawania leku zaobserwowa
no całkowite zahamowanie rozwoju nowotworu. Obecnie 
podstawowym celem jest wykazanie zdolności ZD1839 do 
obniżenia aktywacji szlaków sygnałowych kinazy EGFR, 
AKT oraz ERK. Nowe dane dostarczają dowodów skutecz
nego zastosowania ZD1839 w leczeniu, zaawansowanego 
raka jelita grubego, raka płuc, piersi oraz raka szyi i głowy
[46].

PRZECIWCIAŁA MONOKLONALNE

Jedną ze strategii hamowania kinaz tyrozynowych jest 
zastosowanie przeciwciał monoklonalnych (mAb), które 
są białkami systemu odpornościowego rozpoznającymi 
obce antygeny i wiążące się pojedynczo z każdym z nich 
prowadząc do ich wyeliminowania przez system odpor
nościowy organizmu. Pierwszy przykładem zastosowania 
mAb w terapii skierowanej przeciw kinazom tyrozynowym 
były przeciwciała, które rozpoznają onkogen neu [47, 48]. 
Pozakomórkowe domeny receptorów stanowią unikalne 
struktury, co sprzyja możliwości wykorzystania wysoce 
specyficznych przeciwciał. Sposób działania tak skonstru
owanych przeciwciał jest wielostronny i może obejmować 
procesy prowadzące do blokowania wiązania liganda, ha
mowania dimeryzacji receptora lub inicjacji procesu jego 
degradacji. Herceptyna jest pierwszym lekiem z grupy mAb 
rozpoznającym receptor Her-2/neu (ErbB2) kinazy tyrozy
no wej. Herceptyna stosowana jest w leczeniu raka piersi, jej

wiązanie zapobiega oligomeryzacji receptora onkogennej 
kinazy tyrozyno wej Her-2/neu [49, 50]. Przeciwciało roz
poznaje zewnątrzkomórkowy fragment kinazy, epitopem 
jest C-terminalny fragment domeny IV. Nie wiadomo jaki 
jest dokładnie mechanizm działania Herceptyny na Her-2/ 
neu ponieważ domena IV nie bierze bezpośrednio udziału 
w dimeryzacji receptora, wiadomo natomiast, że w dome
nie tej zlokalizowane są miejsca rozpoznawane przez me- 
taloproteazy. Wykazano, że przecięcie domeny IV przez 
metaloproteazę stymuluje dimeryzację wewnątrzkomórko
wych receptorów w szlaku zależnym od kinazy Her-2/neu. 
Być może w tym kontekście wiązanie mAb może hamować 
aktywność metaloproteaz i blokować sygnały pochodzące 
z receptora kinazy Her-2/neu [45], IMC-C225 (cenuximab, 
Erbitux) jest przeciwciałem monoklonalnym skierowanym 
przeciw innej receptorowej kinazie tyrozyno wej EGF (ErBl). 
IMC-C225 wiąże się z domeną receptora i blokuje wiązanie 
liganda. IMC-C225 znajduje się w fazie testów klinicznych 
w terapii raka płuc, szyi i głowy [45]. Szacuje się, że prze
ciwciała monoklonalne stworzone przy użyciu ludzkich ge
nów stanowią obecnie jedną czwartą produktów opracowy
wanych klinicznie, dlatego najprawdopodobniej zwiastują 
one nową erę w medycynie.

T ER A PIA  P R Z EC IW N O W O T W O R O W A  
Z ZA ST O SO W A N IEM  IN H IB IT O R Ó W  
K IN A Z TYR O Z Y N O W Y C H

Uzasadnienie stosowania inhibitorów onkogennych 
form kinaz w leczeniu raka wynika bezpośrednio z badań 
klinicznych. W komórkach nowotworowych bardzo często 
dochodzi do nadekspresji kinaz tyrozynowych jak również 
kinaz serynowo/treoninowych. Jednakże nadekspresja kon
kretnej kinazy w przypadku ludzkich nowotworów nieko
niecznie musi oznaczać, że jest ona efektywnym celem dla 
leków. Wydaje się, że inhibitor kinazy może być skuteczny 
tylko wtedy, gdy zahamują aktywność, która jest istotna 
dla utrzymania nowotworu. Jak można identyfikować ta
kie kinazy? W dwóch chorobach człowieka, w raku piersi 
i przewlekłej białaczce szpikowej, dwie kinazy tyrozyno- 
we, Her-2/neu i BCR/ABL, zostały zidentyfikowane na 
podstawie amplifikacji genu i translokacji chromosomalnej 
[50, 51]. Fakt, że do zaburzeń dochodzi na poziomie DNA 
dowodzi, iż są to zmiany pierwszorzędowe, które mają za
sadnicze znaczenie w procesie inicjacji transformacji nowo
tworowej. Ostatnie badania kliniczne nad inhibitorami tych 
kinaz dostarczyły dowodów, iż ich aktywność jest również 
niezbędna do podtrzymania fenotypu nowotworowego 
w fazie progresji.

TERAPIA Z ZASTOSOWANIEM PRZECIWCIAŁ 
MONOKLONALNYCH W LECZENIU RAKA PIERSI

Onkogenne białko Her-2/neu (znane również jako ErbB-2) 
spokrewnione z rodziną receptorów EGFR po raz pierw
szy zostało zidentyfikowane, jako czynnik transformujący 
w neuroblastomie szczurów. U człowieka gen Her-2/neu 
jest obecny w około jednej trzeciej przypadkach raka pier
si i jest wyznacznikiem przeżywalności [52], Nadekspresja 
Her-2/neu w modelu in vitro prowadzi do utworzenia he- 
terodimeru z innym białkami rodzimy Erb-B, co prowadzi 
do nabycia konstytutywnej aktywności kinazy tyrozynowej 
oraz inicjacji transformacji nowotworowej komórek. Wyka
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zano, że ekspresja aktywnego allelu Her-2/neu w tkance 
nabłonkowej gruczołu piersiowego myszy transgenicznych 
wywołuje rozwój raka piersi [53], Badania wykorzystujące 
Her-2/neu jako cel leków przedwnowotworowych sku
piały się wokół poszukiwania pozakomórkowych domen 
specyficznych dla przeciwciał monoklonalnych [47, 54-56], 
Ostateczne testy kliniczne wykazały, że leczenie z zastoso
waniem Herceptyny połączone z chemioterapią przedłuża 
okres życia kobiet z rakiem piersi z onkogenem Her-2/neu 
[57], Połączona terapia Herceptyną z inhibitorem ZD1839 
dla kinazy EGFR (ErbBl) spowodowała przedłużenie okre
su życia średnio do 1 roku, u pacjentek z nawracającymi 
przerzutami raka piersi, u których zawiodło leczenie z za
stosowaniem silnych chemioterapeutyków. W roku 2001 
Herceptyną została wprowadzona na listę leków posiada
jących certyfikat FDA.

TERAPIA Z ZASTOSOWANIEM 
NISKOCZĄSTECZKOWYCH INHIBITORÓW KINAZ 
W LECZENIU BIAŁACZEK I RAKA PŁUC

Onkogenna kinaza BCR/ ABL wykrywana jest w aż 95% 
przypadków przewlekłej białaczki szpikowej (CML; ang. 
chronic myeloid leukemia). Translokacje typu BCR/ ABL mogą 
różnić się punktem pęknięcia w BCR, a powstałe geny fu- 
zyjne kodują białka różnych wielkości od 180 do 230 kDa 
[36, 58-60] identyfikowane dodatkowo w około 5% ostrej 
białaczki limfocytarnej (ALL; ang. acute lymphoblastic leuke
mia) u dzieci i 15-25% ALL u dorosłych. CML rozpoczyna 
się fazą ostrą charakteryzującą się przekroczeniem prawi
dłowego poziomu dojrzałych komórek szpikowych, stan 
ten rozwija się przez okres 4 do 5 lat i przechodzi w fazę nie
uleczalną choroby zwaną kryzysem blastycznym (ang. blast 
crisis). BCR/ABL ulega ekspresji przez cały okres choroby, 
natomiast komórki charakterystyczne dla fazy nieuleczalnej 
kryzysu blastycznego zawierają dodatkowe wielokrotne 
cytogenetyczne i molekularne nieprawidłowości. STI571 
(ang. signal transduction inhibitor 571) jest niskocząsteczko- 
wym inhibitorem kinazy tyrozynowej odkrytym w trakcie 
badań preparatów hamujących kinazę białkową C. Po do
datkowych analizach, które zainicjowały w roku 1999 fazę 
testów klinicznych stwierdzono, że przy użyciu STI571 
można również zahamować produkty protoonkogenów c- 
-ABL i c-Kit z niewielką aktywnością przeciw dużej grupie 
innych kinaz tyrozynowych i serynowo/treoninowych [61]. 
W fazie testów klinicznych przebadano prawie 1000 pacjen
tów. W przeprowadzonych badaniach wykazano, że STI571 
hamuje wzrost komórek z ekspresją BCR/ ABL, w niewiel
kim stopniu wpływając na komórki prawidłowe [61, 62], 
Niezwykle istotne było, że u prawie wszystkich pacjen
tów w fazie przewlekłej CML inhibitor STI571 wykazywał 
minimalną toksyczność w dawkach wystarczających, aby 
zablokować aktywność enzymatyczną BCR/ABL [63-67], 
STI571 w rekordowym, jak na standardowe procedury tem
pie został w roku 2001 zatwierdzony przez FDA i obecnie 
w dawkach 400 mg/dzień jest pierwszorzędowym lekiem 
stosowanym z wyboru w leczeniu przewlekłej białaczki 
szpikowej u pacjentów z chromosomem Ph.

Onkogen EGFR (ErbBl) należy do rodziny receptoro
wych kinaz tyrozynowych, które zostały zidentyfikowane 
na powierzchni komórek nowotworowych i jest skojarzony

z rakiem piersi, jąder, jajników, płuc oraz mózgu. ZD1839 
jest pierwszym preparatem z nowej klasy niskocząsteczko- 
wych inhibitorów kinaz stosowanych w terapii, której celem 
jest blokowanie naskórkowego czynnika wzrostu EGFR. 
ZD1839 jest preparatem biologicznych, stosowanym doust
nie i dobrze tolerowanym przez pacjentów [46, 47], Zasto
sowanie kliniczne zostało poprzedzone badaniami przepro
wadzonymi na 216 pacjentach z rakiem płuc i średni czas 
trwania odpowiedzi wynosi 7 miesięcy. ZD1839 został za
twierdzony w Australii oraz Japonii, a w 2003 roku uzyskał 
certyfikat FDA w USA, stosuje się go doustnie, raz dziennie 
jako 250 mg tabletkę. Na początku roku 2004 ZD1839 został 
zatwierdzony również jako lek w Europie. Stosowany jest 
jako trzecia seria terapii u pacjentów z miejscowo zaawan
sowanym rakiem płuc po chemioterapii [44], W badaniach 
klinicznych u pacjentów, u których nie było żadnej dostęp
nej opcji leczenia ZD1839 spowodował zahamowanie pro
liferacji komórek nowotworowych i stabilizację choroby. 
Ponieważ ZD1839 działa docelowo na kinazy tyrozynowe, 
efekty uboczne są mniej dotkliwe i osłabiające organizm niż 
w przypadku chemioterapii. Obecnie prowadzone są dalsze 
badania umożliwiające użycie tego rodzaju terapii do lecze
nia innych odmian nowotworów w tym: raka jelita grube
go, raka piersi oraz mózgu.

O PO R N O ŚĆ  N A  IN H IB IT O R Y  K IN A Z TYR O Z Y N O W Y C H

Wraz z upowszechnieniem się STI571 jak leku przeciw- 
białaczkowego pojawiły się nowe problemy związane z na
bywaniem oporności. U pacjentów CML z chromosomem 
Filadelfia, w fazie kryzysu blastycznego zaobserwowano 
uaktywnienie się BCR/ABL pomimo leczenia z zastosowa
niem STI571. Ostatnie badania pacjentów, u których zaob
serwowano nawrót choroby dowodzą, iż BCR/ABL odgry
wa krytyczną rolę w rozwoju nowotworu nawet w bardzo 
późnych stadiach choroby, dlatego oporność na STI571 
stanowi poważny kryzys terapii przeciwnowotworowej. 
U tych pacjentów zidentyfikowane zostały dwa mechani
zmy oporności na STI571: amplifikacja genu BCR/ABL oraz 
mutacje w domenie enzymu odpowiedzialnej za wiązanie 
ATP [68-69], Ostatnie badania pokazały, że pewne mutacje 
w domenie wiążącej ATP mogą powodować konformacyj- 
ne zmiany w onkogennym białku BCR/ ABL, które utrud
niają jego oddziaływanie z inhibitorem STI571 i prowadzą 
do oporności [62, 70]. Niektóre mutacje powodują całkowi
te zahamowanie wiązania się STI571 do domeny ATP, inne 
mogą prowadzić tylko do częściowej utraty specyficzności 
substratowej do inhibitora [63, 71]. W takim przypadku, aby 
przełamać oporność na działanie inhibitora stosuje się kilka 
metod: zwiększenie dawki lub połączenie z tradycyjnymi 
chemioterapeutykami, poszukuje się alternatywnych inhi
bitorów BCR/ABL lub inhibitorów innych kinaz tyrozyno
wych aktywowanych przez BCR/ ABL, wreszcie stosuje się 
strategie antysensową dla mRNA BCR/ABL [66]. Ważne 
jest jednak aby zrozumieć, że metody te różnią się zasadni
czo skutecznością, która zazwyczaj zależy od mechanizmu 
prowadzącego do nabycia oporności.

Identyfikacja całkowitej liczby możliwych mechanizmów 
oporności na inhibitory wymaga dodatkowych badań, pew
ne jest jednak to, że mutacje są charakterystyczne dla pa
cjentów będących w zaawansowanym stadium choroby. Te
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odkrycia nasuwają kilka ważnych pytań. Dlaczego powsta
ją te mutacje? Jakie dodatkowe posunięcia kliniczne trze
ba podjąć, aby zahamować nawrót choroby? Opracowany 
model wskazuje na to, iż w późnym stadium CML komór
ki są genetycznie niestabilne i akumulują mutacje podczas 
postępującego rozwoju choroby. Leczenie z zastosowaniem 
STI571 wykorzystuje skuteczną selekcję alleli lekoopornych 
dlatego ważnym zagadnieniem w przyszłości, które może 
zadecydować o wyborze inhibitora, będzie odpowiedź na 
pytanie, czy mutacje te mogą występować u pacjentów we 
wczesnym stadium choroby nowotworowej.

IN ŻYN IER IA  IN H IB IT O R Ó W  K IN A Z T Y R O Z Y N O W Y C H , 
N O W E STRA TEG IE W  LEC ZEN IU  N O W O T W O R Ó W

W przeciągu ostatnich lat dokonał się istotny przełom 
w badaniach nad molekularnymi mechanizmami aktywacji 
szlaku przemian BCR/ABL, jednej z najlepiej poznanych 
onkogennych kinaz tyrozynowych. BCR/ABL wywołuje 
oporność na tradycyjne leki stosowane w leczeniu białaczek 
stymulując mechanizmy naprawy DNA [59]. Jednocześnie 
STI571 uczula komórki, w których zachodzi ekspresja BCR/ 
ABL na działanie leków genotoksycznych uszkadzających 
strukturę DNA [72], Te odkrycia przyczyniły się do zasto
sowania nowej strategii w leczeniu białaczek, która ma na 
celu stworzenie leku posiadającego jednoczesne właści
wości uszkadzania DNA oraz bezpośredniego hamowa
nia kinazy BCR/ABL. Ten rodzaj terapii określanej jako 
„combi target" jest nowym podejściem do ukierunkowanej 
inżynierii blokerów kinaz tyrozynowych przez co możliwe 
byłoby zwiększenie „siły" przeciwno wotoworowej leków 
z tej grupy [73]. Synteza pojedynczych takich inhibitorów 
w przypadkach nabywania oporności na STI571 mogłaby 
być alternatywą dla efektywnego leczenia CML. Pierwszym 
związkiem z grupy nowych inhibitorów jest 3-metylo-l,2,3- 
-triazen (ZRCM5) [69], ZRMC5 należy do grupy triazenów, 
wcześniej używanych już w leczeniu wielu nowotworów, 
w tym; raka mózgu, białaczek oraz czerniaków. Mechanizm 
działania tej grupy leków polega na wytwarzaniu, w toku 
przemian metabolicznych alkilowanej pochodnej diazonu, 
która powoduje podstawienie guaniny w DNA w pozycjach 
0 6  i N7 [73]. Dwuskładnikowy kompleks ZRMC5 opar
ty jest na strukturze cząsteczki 2-fenyloaminopirymidyny 
(podobnie jak w STI571), która blokuje kinazę BCR/ABL, 
ale która zawiera dodatkowo triazenowy łańcuch prze
kształcany w procesie hydrolizy do metylodiazonu i zdolny 
uszkadzać DNA. W ten sposób ZRMC5 posiada właściwość 
równoczesnego hamowania aktywności kinazy BCR/ABL 
oraz blokowania (a co najmniej spowalniania) procesów 
naprawy DNA i w ten sposób przyczynia się do niszczenia 
komórek białaczkowych.

Wydaje się, że łączenie ZRMC5 z inhibitorem STI571 
w leczeniu pacjentów z ekspresją BCR/ABL może przynieść 
wysoce obiecujące skutki, szczególnie w przypadkach, gdy 
w fazie kryzysu blastycznego wymagana jest terapia wy
niszczająca [74]. Obecnie trwają badania in vitro, które mają 
na celu wykazanie aktywności ZRMC5 jako samodzielnego 
blokera. Zastosowanie strategii „combi target" może stać się 
odpowiedzią na zjawisko nabywania oporności w leczeniu 
z zastosowaniem tradycyjnych inhibitorów dla onkogen

nych form kinaz tyrozynowych spotykanych w różnych 
formach raka.

U W A G I K O Ń C O W E

Herceptyna, STI571 oraz ZD1839 są przykładem inhibi
torów kinaz tyrozynowych, których potencjalne, szerokie 
zastosowanie w leczeniu różnych odmian nowotworów 
jest wielkim wyzwaniem współczesnej medycyny. Wysoce 
specyficzna aktywność tych leków, która ogranicza się do 
nowotworów uwarunkowanych zmianami genetycznymi 
w poszczególnych kinazach stanowi ogromną przewagę 
leczenia nad ogólnie wyniszczającymi, ze względu na skut
ki uboczne, metodami stosowanymi w chemio- i radiotera
pii. Niezaprzeczalny kliniczny „sukces" STI571 w leczeniu 
przewlekłej białaczki szpikowej zrewolucjonizował nasze 
pojęcie o molekularnych podłożach chorób nowotworo
wych. Wydaje się, że inne postaci raka mogą być podobnie 
hamowane przy użyciu specyficznych inhibitorów, wcze
śniej należy jednak rozpoznać docelowe kinazy tyrozynowe 
zaangażowane w ich patogenezę.
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ABSTR A C T
Recently, clinical studies of new drugs development to target specific forms of cancer were reported. Herceptin, a monoclonal antibody aga
inst the Her^neu receptor tyrosine kinase, prolonged the survival of women with Her^neu positive metastatic breast cancer. STI571, a small 
molecule inhibitor of the BCR/ABL, c-Kit and platelet derived growth factor receptor tyrosine kinase, produced pronounced clinical responses 
in patients with BCR/ABL positive chronic myeloid leukemia and c-Kit positive gastrointestial stromal tumors. In order to consider the use of 
the inhibitor of tyrosine kinases activity as anticancer drug, their mechanisms of the oncogenic activation and their impact on tumor transfor
mation should be studied. The treatment with tyrosine kinase inhibitors such as STI571 or herceptin was a spectacular clinical success which 
stimulated research on the structure and function of both kinases and their inhibitors.
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Białka HMGA i ich geny jako potencjalne biomarkery nowotworowe

STRESZC ZEN IE

Białka HMGA kodowane przez geny HMGA mają zdolność wiązania się z regionami pro- 
motorowymi genów, bogatymi w sekwencje AT, powodując wzmacnianie lub wycisza

nie ekspresji tych genów. W stanie normy w organizmach dorosłych białka HMGA występu
ją w niewielkich ilościach. Wzrost ich stężenia obserwuje się w trakcie embriogenezy. Wy
soki poziom ekspresji białek HMGA wydaje się charakteryzować fenotyp nowotworowy, 
zarówno spontaniczne jak i doświadczalne nowotwory złośliwe, co wiąże się ze złym pro
gnozowaniem i może być symptomem powstawania przerzutów. Ekspresja genów HMGA 
może być także znacznikiem progresji nowotworu. Prowadzone badania nad terapią genową 
nowotworów, opartą na zablokowaniu syntezy białka HMGA przy użyciu wektorów wiruso
wych z genem kodującym to białko w orientacji antysensowej, jak również nad nową grupą 
leków przeciwnowotworowych działających poprzez tworzenie kowalencyjnego wiązania 
krzyżowego pomiędzy DNA i białkiem HMGA, wskazują na możliwość wykorzystania tych 
genów i ich białkowych produktów jako celu terapii przeciwnowotworowej.

W PR O W A D Z EN IE -  BIA ŁK A  H M G A I ICH G EN Y

Białka o wysokiej ruchliwości elektroforetycznej (HMG) należą do jednej 
z największych i najlepiej scharakteryzowanych grup niehistonowych białek 
chramatynowych. Cechami charakterystycznymi tych białek są możliwość 
ekstrakcji z jąder lub chromatyny komórek eukariotycznych w obecności 0.35 
M NaCl, rozpuszczalność w 5% kwasie nadchlorowym lub trichlorooctowym, 
wysoka zawartość obdarzonych ładunkiem reszt polarnych aminokwasów, 
masa cząsteczkowa mniejsza niż 30 kDa [1]. Białka te dzieli się na trzy rodziny 
HMGA, HMGB i HMGN (Tabela 1).

Tabela 1. N azew nictw o białek i genów rodziny HMG

I Białko - nowe nazewnictwo Białko -  stare nazewnictwo Gen -  nowe nazewnictwo 1

Białka HMGA

HMGAla HMG-I, HMGI, HMG I 
HMG-I/Y, a-protein

HMG A l 
Hmgal

HMG Alb HMG-Y, HMGY, HMG Y HMG A l 
Hmgal

HMGAlc HMG-I/R HMG A l 
Hmgal

HMGA2 HMGI-C HMGA2
Hmga2

Białka HMGB

HMGB1 HMGI, HMG-1, HMG HMGB1
1 (ang. amphoterin) Hmgbl

HMGB2 HMG2, HMG-2, HMG 2 HMGB2
Hmgb2

HMGB3 HMG2a, HMG-2a, HMGB3
HMG 2a (HMG-4) Hmgb3

Białka HMGN

HMGN1 HMG-14, HMG14, HMG 14 HMGN1
Hmgnl

HMGN2 HMG-17, HMGI7, HMG 17 HMGN2
Hmgn2

HMGN3 Trip7 HMGN3
Hmgn3

HMGN3a HMGN3
Hmgn3

HMGN4 HMGN4

Dane zaczerpnięto ze strony internetowej http://w w w .inform atics.jax.org/m gihom e/nom en/genefam i- 
lies/hm gfam ily.shtm l
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W skład rodziny HMGA wchodzą cztery białka, HMGA- 
la , HM GAlb, H M GAlc i HMGA2. Białko HM GAla (11.9 
kDa) składa się ze 107 reszt aminokwasowych. Białko 
H M GAlb (10.6 kDa) różni się od niego wewnętrzną dele- 
cją 11 reszt aminokwasowych, a białko H M GAlc (19.7 kDa) 
zbudowane jest ze 179 reszt aminokwasowych [2]. Wymie
nione białka są produktem różnicowego cięcia i składania 
transkryptu kodującego je genu HMGA1 [3] zlokalizowane
go na chromosomie 6 [4]. Białko HMGA2 o masie cząstecz
kowej 12 kDa, składające się ze 109 reszt aminokwasowych 
z charakterystyczną dla H M GAlb delecją, wykazuje po
nad 50% homologię sekwencji aminokwasowej z białkami 
HM GAla i HM GAlb głównie w obrębie domen wiążących 
DNA. Kodowane jest ono przez gen HMGA2 zlokalizowa
ny na chromosomie 12 [3], Cechą charakterystyczną białek 
HMGA jest występowanie trzech niezależnych domen wią
żących DNA (ang. AT-hook), poprzez które białka te wiążą 
się z mniejszą bruzdą helisy DNA bogatej w sekwencje AT 
( 4 - 6  pz). Każda z nich zawiera wysoce konserwatywną 
sekwencję palindromową P -R -G -R -P  (R-G-R-P motyw nie
zmienny), która stanowi jej rdzeń otoczony przez inne do
datnio naładowane reszty aminokwasowe [5] (Rys. 1).

Struktura białek HMGA ulega modyfikacji po połącze
niu z innymi cząsteczkami (DNA, białko). Domeny wiążące 
po asocjacji z DNA przyjmują płaską strukturę. Takie za
chowanie domeny umożliwia centralnie ulokowana glicy
na i występowanie reszt prolinowych w konformacji trans 
[5-7], Ścisłe dopasowanie obu połączonych struktur stabi
lizowane jest przez wiązania wodorowe, oddziaływania 
elektrostatyczne i hydrofobowe. Białka HMGA nie wiążą 
się z jednakowym powinowactwem do wszystkich odcin
ków DNA bogatych w sekwencje AT, co pozwala sądzić, 
że rozpoznają one raczej strukturę niż sekwencję odcinka 
DNA, z którym się wiążą [5-7]. Konsekwencją wiązania bia
łek HMGA z DNA jest zmiana ich struktury oraz indukcja

Domena wiążącą I

i  l
H M G A la 1 SE SSSK SSQ P L A SK Q E K D G  I E K R G R G R P R K Q P P  34

H M G A lb  1 S E S S S K S S Q P L A S K Q E K D G ! E K R G R G R P R K Q P P  34

H M G A2 1 SA R G EG A G Q P STSA Q G Q PA A PA PQ K R G R G R P R K Q Q Q  37

Domena wiążąca II

35 V SP G T A L V G S Q K E P SE V P T P K R P R G R P K G SK N K G A A  T  R K T T T  77 

35 K E P S E V P T P K R P R G R P K G S K N K G A A K T  R K T T T  66

38 E P T G E P SP K R P R G R P K G SK N K SP SK A A Q K K A E A  70

Domena wiążąca IIII i
78 T P G R K P R G R P K K  L E K  E E E E G 1SQ E SSE E E Q  107

67 T P G R K P R G R P K K  L E K  E E E E G IS Q E S S E E E Q  96

71 T G E K R P R G R P R K K W P Q Q V V Q K K P A Q E E T E E T SSQ E SA E E D  109

R ysunek 1. Sekwencje am inokw asow e białek H M G A la, H M G A lb i HMGA2. 
Klamry ograniczone strzałkami oznaczają fragm enty białek tworzące domeny 
w iążące DNA (ang. AT-hooks). Podkreśleniem  zaznaczono 11 am inokwasowy 
odcinek, którego brak jest cechą różniącą białka H M G A la i H M G A lb. Miejsca 
fosforylacji białek H M G A la i H M G A lb in vivo zależne od kinazy cdc2 oznaczono 
kolorem  czerwonym , zależne od kinazy CK2 kolorem  niebieskim, a zależne od 
kinazy PKC kolorem zielonym. M iejsce acetylacji zależne od acetylotransferazy 
CBP zaznaczono kolorem różowym, a zależne od P/CAF kolorem  żółtym  [80].

zmian strukturalnych w związanym odcinku kwasu nukle
inowego. Zmiany te obejmują prostowanie, zginanie, roz
wijanie i tworzenie pętli w odcinkach DNA. Mogą one być 
wynikiem: wiązania cząsteczki białka HMGA z odległymi 
regionami tej samej cząsteczki DNA, kooperacyjnego i/lub 
równoczesnego wiązania wielu cząsteczek białek HMGA 
do określonego regionu tej samej cząsteczki DNA, wiąza
nia różnych cząsteczek DNA przez określoną cząsteczkę 
HMGA [8-10], Ilość i rodzaj zmian struktury DNA może 
zależeć od stężenia białek HMGA.

Białka HMGA należą do najintensywniej potranslacyj- 
nie modyfikowanych białek jądrowych. Modyfikacje te 
obejmują fosforylację, acetylację, metylację i poli-ADP ry- 
bozylację. Zachodzą one w odpowiedzi na różne sygnały 
wewnątrz- i zewnątrzkomórkowe, czego konsekwencją jest 
zmiana ich biologicznych właściwości. Przykładem jest za
leżna od cyklu komórkowego fosforylacja treonin w pozycji 
53 i 78 powodująca ponad dwudziestokrotne zmniejszenie 
powinowactwa białek HMGA1 względem odcinków DNA 
bogatych w sekwencje AT [11-13].

Gen kodujący białka H M GAla, H M G A lb i HM GAlc, 
zlokalizowany na ramieniu krótkim chromosomu 6 (6p21) 
ma długość 10 144 pz. Składa się z 7 intronów, 8 eksonów 
i ma 4 miejsca promotorowe/ wzmacniające i 4 miejsca star
tu transkrypcji [2, 3]. Ujawnia złożony mechanizm różnico
wego cięcia i składania pierwotnego transkryptu mRNA, 
czego wynikiem jest obecność trzech wymienionych wyżej 
izoform białkowych (Rys. 2). Natomiast znacznie dłuższy 
gen kodujący białko HMGA2 (ok. 37000 pz), zlokalizowa
ny na ramieniu długim chromosomu 12 (12ql5) składa się 
z 4 intronów i 5 eksonów i ma tylko jedno miejsce promo
torowe/wzmacniające i jedno miejsce startu transkrypcji [4] 
(Rys. 3). Również w przypadku tego genu wykryto różni
cowe cięcie i składanie mRNA [14, 15]. Cechą charaktery
styczną obu genów jest kodowanie trzech domen wiążących 
DNA i odcinka C-terminalnego przez oddzielne eksony 
(eksony 5,6,7 - domeny wiążące, ekson 8 - odcinek C termi
nalny w genie HMGA1 oraz odpowiednio 2,3,4 i 5 w genie 
HMGA2). Transkrypcja genu HMGA1 może rozpoczynać 
się w czterech różnych miejscach zależnie od typu komór
ki i czynnika ją stymulującego. Wzrasta ona po stymulacji 
transformującym czynnikiem wzrostu alfa [16], czynnikiem 
wzrostu fibroblastów i płytek krwi [17], interleukiną-lbeta, 
endotoksyną [18], estrami forbolu [19], kwasem retinowym 
[20], niedotlenieniem [21] a także czynnikiem transkrypcyj- 
nymi AP-1 i onkogenem c-Myc [22]. Część z nich stymuluje 
również ekspresję genu HMGA2. W kontroli ekspresji tych 
genów bierze udział wiele czynników, co tłumaczyć może 
różnorodność mechanizmów prowadzących do zaburzeń 
koekspresji tych genów. Geny te mogą ulegać również re- 
aranżacjom, występującym najczęściej w genie HMGA2 
ze względu na znaczą długość jego trzeciego intronu (ok. 
25000 pz) [23],

Białka HMGA odgrywają w komórkach m.in. rolę tzw. 
architektonicznych czynników transkrypcyjnych, które bio
rą udział w pozytywnej i negatywnej regulacji transkrypcji 
genów eukariotycznych. Rejony promotorowe tych genów 
zawierają szereg sekwencji AT funkcjonujących jak „kod 
paskowy" odczytywany przez białka HMGA. Umożliwia
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to oddziaływanie tych białek z DNA i indukowanie w nim 
zmian konformacyjnych, a także bezpośrednie oddziaływa
nie z innymi czynnikami transkrypcyjnymi, z którymi two
rzą kompleksy. Szczegóły tworzenia tych kompleksów po
znano w badaniach nad indukowaną wirusem transkrypcją 
genu kodującego interferon beta człowieka. Wykazano 
w nich tworzenie zbudowanego z wielu podjednostek kom
pleksu z DNA, służącego jako stereospecyficzna platforma 
dla polimerazy RNA i innych czynników niezbędnych 
w inicjacji transkrypcji [24-26], Poznano wiele czynników, 
z którymi oddziałują białka HMGA. Należą do nich czynni
ki transkrypcyjne (AP-1, ATF-2, c-Jun, NF-kB, Elf-1, Oct-1, 
Pu-1, RNF-4, SRF) i czynniki regulatorowe (IRF-1, C/EBPp, 
NF-AT, NF-Y) [27], Czynniki te oddziałują z różnymi rejo
nami w cząsteczce białka. Rejon taki zawsze zawiera część 
lub całość jednej lub kilku domen wiążących DNA oraz 
resztę aminokwasową, która ulega fosforylacji, acetylacji 
lub metylacji, co pozwala na regulację powinowactwa tych 
białek do DNA [27],

Regulacja transkrypcji genów z udziałem białek HMGA 
może również odbywać się poprzez bezpośrednie oddzia
ływanie z czynnikami transkrypcyjnymi, czego konsekwen
cją jest zmiana trójwymiarowej struktury tych czynników 
i wzrost ich powinowactwa do DNA [28-30]. Poprzez od
działywanie z czynnikami transkrypcyjnymi białka HMGA 
biorą udział w regulacji aktywności wielu genów, np. selek- 
tyny E [31], interferonu beta [32], COX-2 [21], TNF-p [33], 
IL-2 [34], leptyny [35] i receptora insulinowego [36]. Białka 
HMGA mogą również hamować aktywność genów, np. ge

nów kodujących interleukinę 4 człowieka [37], a także genu 
kodującego łańcuch epsilon embrionalnej immunoglobuli- 
ny G myszy [38]. Działania te można wytłumaczyć wiąza
niem się białek w rejonach promotorowych lub w ich po
bliżu i blokowaniem tworzenia kompleksów białkowych, 
które wpływają na transkrypcję i ekspresję genu. Regulacja 
aktywności genów przez białka HMGA może wynikać z ich 
wpływu na strukturę chromatyny. Białka te są zaangażo
wane w utrzymaniu chromosomu mitotycznego i uczest
niczą w różnych aspektach kondensacji chromatyny [39]. 
Obecnie postuluje się dwa różne, ale nie wykluczające się 
mechanizmy regulacji transkrypcji genów poprzez wpływ 
na strukturę chromatyny. Pierwszy z nich obejmuje działa
nie antyrepresorowe białka HMGA1, polegające na bloko
waniu wiązania lub usuwaniu już związanego histonu HI 
z bogatymi w sekwencje AT rejonami SAR, co powoduje ak
tywację nieczynnych pętli chromatynowych [40]. Podobna 
do opisanego wydaje się być regulacja transkrypcji zależna 
od sekwencji wzmacniających, warunkowana wpływem 
HMGA1 na topologię DNA [10]. Drugi z mechanizmów 
obejmuje przekształcenie cząsteczki nukleosomu blokują
cego miejsca wiązania czynników transkrypcyjnych, czego 
konsekwencją jest uaktywnienie tych miejsc [27],

BIA ŁK A  H M G A  W  K O M Ó R K A C H  N O W O TW O R O W YC H  
E X  VIVO  I N O W O T W O R A C H  D O ŚW IA D C ZA LN YC H

Ekspresja genu HMGA jest wysoka w tkankach embrio
nalnych, które nie uległy jeszcze zróżnicowaniu [41], co 
świadczy o ich zaangażowaniu w procesy kontroli wzrostu 
i różnicowania komórek. W zróżnicowanych komórkach
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startu transkrypcji [80],
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somatycznych jest natomiast bardzo niska (na granicy czu
łości metody pomiarowej). Wysoki poziom ekspresji wy
daje się być cechą charakterystyczną fenotypu nowotwo
rowego spontanicznych i doświadczalnych nowotworów 
złośliwych [42], Poziom produktu genu HMGA w komór
kach transformowanych jest wysoki i niezależny od tempa 
proliferacji komórkowej [43]. Bezpośrednie dowody po
twierdzające rolę białek HMGA w procesie transformacji 
nowotworowej pochodzą z badań, w których analizowano 
wpływ transgenów kodujących pełne lub skrócone formy 
białek HMGA na fenotyp komórki. Wykazano w nich, że 
ekspresja zarówno pełnej długości [22, 44], jak i skróconych 
bądź chimerycznych [45] białek HMGA, powoduje nieza- 
kotwiczony wzrost komórek w płynnym agarze, co jest 
wczesną oznaką transformacji nowotworowej. Ponadto, 
transfekowane genem HMGA nieinwazyjne komórki raka 
prostaty wykazują zwiększoną szybkość proliferacji i inwa- 
zyjność [46]. Wprowadzenie do organizmu bezgrasiczych 
myszy zmodyfikowanych fibroblastów szczura i komórek 
MCF-7 z nadekspresją pełnej długości białek HMGA1 indu
kuje rozwój guzów złośliwych i tworzenie przerzutów od
ległych [44]. Wygenerowanie transgenicznych myszy z ge
nem HMGA1 wprowadzonym do komórek limfoidalnych 
indukuje rozwój agresywnego i przeszczepialnego chłonia- 
ka [47]. Zablokowanie syntezy białek HMGA2 w komór
kach tarczycy szczura hamuje transformację nowotworową 
[48], Dokładniejszy wgląd w mechanizmy biorące udział 
w procesie nowotworzenia z zaangażowaniem białek 
HMGA1 uzyskano w badaniach komórek MCF-7 raka pier
si człowieka, do których wprowadzono wektory plazmido
we z sekwencjami kodującymi białka H M G A la i H M G Alb 
znajdujące się pod kontrolą promotora zależnego od tetra
cykliny. Komórki wykazujące nadekspresję, zarówno białek 
H M GAla jak i HM GAlb, były zdolne do niezakotwiczone- 
go wzrostu w płynnym agarze, jednakże nie wykazywały 
podobnej tumorogenności in vivo. Izoforma H M G A lb była 
efektywniejsza w tworzeniu pierwotnych i przerzutowych 
guzów niż izoforma HM GAla [44], Dane te sugerują, że za 
stwierdzone różnice odpowiada rejon o długości 11 reszt 
aminokwasowych, różniący oba białka. Dodatkowo różni
ce te mogą być spowodowane m.in. częściej występującymi 
modyfikacjami potranslacyjnymi białka HM GAlb. Potwier
dza to również, oparta o mikromacierze cDNA, porównaw
cza analiza profilu ekspresji genów modulowanych zwięk
szonymi poziomami tych białek. Białka H M GAla i HMGA
lb  wpływają na zmianę ekspresji wielu genów w podobny 
sposób, powodując jej wzrost bądź też obniżenie. Jednakże 
na szereg innych genów białka te działają w sposób zróż
nicowany. Geny, wrażliwe na nadekspresję białek HMGA1 
są odpowiedzialne za transdukcję sygnałów, proliferację 
komórkową, inwazję, migrację, indukcję angiogenezy i ko
lonizację. Szczególną rolę wydaje się pełnić w tym procesie 
indukcja szlaków zależnych od integryn [44].

Udział białek HMGA w procesie transformacji nowo
tworowej wydaje się bezsporny, lecz sama ich nadekspre- 
sja i powodowane przez nią zmiany profilu ekspresji wielu 
genów nie są wystarczające do zmiany fenotypu komórki. 
Wykazano, że ekspresja genu HMGA2 nie jest konieczna do 
transformacji nowotworowej komórek tarczycy in vivo [49]. 
Nadekspresja białek HMGA1 prowadzi do zmian w regu
lacji cyklu komórkowego polegających na przyspieszeniu

wejścia w fazę S i opóźnieniu przejścia z fazy G2 do M. Kon
sekwencją tego jest skierowanie prawidłowych komórek 
tarczycy na drogę apoptozy, do czego niezbędne są trzecia 
domena wiążąca DNA i miejsce acetylacji K60 [50]. Regu
lacja transkrypcji genu HMGA1 in vivo jest zależna między 
innymi od białka kodowanego przez onkogen c-Myc [22], 
Rejony promotorowe genu HMGA1 zawierają miejsca wią
zania czynnika transkrypcyjnego AP-1 i białka c-Myc [22, 
51]. Białka te stanowią jeden z elementów wieloetapowego 
ciągu zdarzeń prowadzącego do transformacji nowotworo
wej, co pozwoliło zaliczyć gen HMGA  do grupy onkogenów
[47].

Badania prowadzone w ostatnich latach zwracają uwagę 
na znaczenie modyfikacji potranslacyjnych białka HMGA1 
w określaniu fizjologicznego i fenotypowego stanu ko
mórek. Wzrost acetylacji i metylacji rezt lizyny i argini
ny w białku HMGA1 raka piersi jest typowy dla komórek
0 silnym potencjale przerzutowania [52], Wzrost metylacji 
białka HMGA1 komórek nowotworowych towarzyszy pro
cesowi programowanej ich śmierci. Metylacji w cząstecz
ce białka HMGA1 ulega arginina znajdująca się pomię
dzy dwiema resztami glicyny. Sekwencja taka występuje 
w jednej z trzech domen wiążących DNA [53], Wykazano 
również związek pomiędzy stopniem fosforylacji białka 
HMGA1 a procesem apoptozy [54], Wysoki stopień fosfo
rylacji (przynajmniej 5 reszt fosforanowych na cząsteczkę 
HMGA1) przeciwdziała wiązaniu tego białka z DNA i po
woduje rozluźnienie struktury chromatyny. Z kolei, defos- 
forylacja (jedna reszta fosforanowa lub jej zupełny brak na 
cząsteczkę HMGA1) prowadzi do kondensacji chromatyny
1 tworzenia ciał apoptotycznych.

BIA ŁK A  H M G A  W  CH O R O BA C H  
N O W O T W O R O W Y C H  CZ ŁO W IEK A

Obecność białek HMGA zaobserwowano w różnych po
staciach nowotworu tarczycy [55-57], U pacjentów, u któ
rych zdiagnozowano łagodne nowotwory tarczycy, po
ziom ekspresji genu HMGA i zawartość białek HMGA były 
znacząco niższe niż w nowotworach złośliwych. Stosując 
technikę RT-PCR we wszystkich badanych pooperacyjnych 
skrawkach raków brodawkowatych tarczycy stwierdzono 
ekspresję genu HMGA [56]. Odsetek tkanek wykazujących 
w badaniach immunochemicznych obecność jego produktu 
był tylko nieznacznie niższy (96%). Badania z zastosowa
niem techniki RT-PCR wykazały ekspresję genu HMGA1 
we wszystkich przebadanych pooperacyjnych skrawkach 
tkankowych raka pęcherzykowego tarczycy. W tkankach, 
które zostały sklasyfikowane jako łagodne nowotwory pę
cherzykowe, nie stwierdzono ekspresji tego genu. U tych 
pacjentów oznaczono dodatkowo ekspresję genu HMGA1 
we krwi pobranej przed zabiegiem chirurgicznym, stwier
dzając w większości przypadków raka pęcherzykowego 
(83%) jego ekspresję [58].

Ekspresję genu HMGA1 na poziomie mRNA i białka za
obserwowano także w różnych postaciach raka jelita grube
go, znacznie niższą w gruczolakowatych polipach, a brak 
w prawidłowej śluzówce jelita [59-61], Wykazano zależ
ność pomiędzy poziomem białka HMGA1 a parametrami 
kliniczno-patologicznymi (głębokością naciekania guza,
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przerzutami do węzłów chłonnych, zajęciem naczyń krwio
nośnych), co wiąże się ze złą prognozą dla pacjentów [62], 
W 63% przypadków stwierdzono ekspresję genu HMGA1 
w pooperacyjnych tkankach raka jelita grubego [63]. Dane 
te wskazują, że ekspresja genu HMGA1 nie zawsze towa
rzyszy tej chorobie. Wykazano jednak istotną statystycznie 
zależność pomiędzy ekspresją genu HMGA1 a obecnością 
przerzutów do węzłów chłonnych i przerzutów odległych. 
Zależność tę potwierdzono w badaniach poziomu ekspresji 
genu HMGA1 techniką PCR w czasie rzeczywistym (ang. 
real-time PCR) [64], Powyższe dane świadczą o zaangażo
waniu genów HMGA  w mechanizmy związane z powsta
waniem przerzutów. Spostrzeżenie to może być ważne dia
gnostycznie. Pacjenci, u których stwierdzono ekspresję genu 
HMGA1 a nie wykryto przerzutów odległych, powinni być 
poddani bardziej wnikliwym badaniom zmierzającym do 
poszukiwania mikroognisk przerzutowania.

Wzrost poziomu białek HMGA w porównaniu z ma
teriałem kontrolnym stwierdzono również w niektórych 
liniach komórkowych raka piersi [65], m.in. w komórkach 
MDA-MB-231 raka piersi o silnej zdolności przerzutowania 
[66]. Badając reakcję immunochemiczną dla białka HMGA 
w pierwotnych rakach piersi stwierdzono, że w badanej 
grupie 170 przypadków była ona zróżnicowana [67]: silna 
w 14.1%, umiarkowana w 24,7% i słaba w 25.3% przypad
ków. Pozostałe przypadki (35.9%) nie wykazywały reakcji 
z przeciwciałem anty-HMGA. Pozytywna reakcja immu- 
nochemiczna była obserwowana we wszystkich typach 
histologicznych raka piersi z wyjątkiem inwazyjnego raka 
brodawkowego oraz raka sitowego. Analiza statystyczna 
wykazała wysoki stopień pozytywnej korelacji pomiędzy 
zaawansowaniem nowotworu a ekspresją białek HMGA1. 
Ponadto, wykazano udział białka HMGA1 w procesie re
gulacji transkrypcji genu BRCA1 w agresywnym spora
dycznym raku piersi [68], polegającym na wiązaniu białka 
z promotorem antyonkogenu, co może wyjaśniać drastycz
ne obniżenie ekspresji genu BRCA1.

W badaniach histologicznych z użyciem przeciwciał an- 
ty-H M GAl wykazano, że w przypadkach wewnątrzprze- 
wodowego śluzowobrodawkowego guza trzustki dodatnia 
reakcja była ograniczona do przypadków wykazujących 
cechy wzrostu o charakterze inwazyjnym [69]. Podobne 
wyniki uzyskano w przypadku raka jajnika [70]. Silna re
akcja towarzyszyła pierwotnym gruczolakorakom jajnika,

słaba nowotworom o potencjalnie niskiej złośliwości, a jej 
brak był typowy dla powierzchni zdrowego nabłonka jaj
nika. Wzrost ekspresji genu HMGA1 stwierdzono techniką 
mikromacierzy DNA w raku drobnokomórkowym płuc 
(SSC) w porównaniu z prawidłową tkanką [71]. Techni
ka mikromacierzy DNA posłużyła również do określenia 
różnic w ekspresji genów w rakach w porównaniu z pra
widłową śluzówką żołądka. Wśród genów wykazujących 
zwiększoną ekspresję zidentyfikowano m. in. HMGA1 [72]. 
Mikromacierze oligonukleotydowe umożliwiły wskazanie 
genu HMGA1 jako molekularnego markera przerzutowa
nia w raku wątroby [73]. Ponadto zwiększoną ekspresję 
HMG A l / HMGA1 opisano także dla raków szyjki macicy 
[74], prostaty [75], nerwiaka zarodkowego [20] i wszystkich 
typów białaczek [76].

H M G A /H M G A  PO T EN C JA LN Y M  CELEM  
TER A PII P R Z EC IW N O W O T W O R O W EJ

Występowanie nadekspresji genu HMGA w wielu typach 
nowotworów w połączeniu z faktem, że komórki szczurzej 
tarczycy z zablokowaną ekspresją białka HMGA2 są opor
ne na transformujące działanie wirusów onkogennych [48], 
dało podstawę do podjęcia prób terapii antynowotworo- 
wej. Przy udziale wektora wirusowego, zawierającego gen 
HMGA1 w orientacji anty sensowej, uzyskano zahamowanie 
wzrostu i śmierć komórek lini ARO i FBI wywodzących się 
z anaplastycznego raka tarczycy człowieka, SW620, LoVo 
i GEO z raka jelita grubego człowieka, A549 i H I355 z raka 
płuc oraz MCF-7 i MDA468 z raka piersi. Uzyskano również 
znaczącą redukcję masy guza nowotworowego indukowa
nego u bezgrasiczych myszy komórkami ARO [77], Udział 
białek HMGA w regulacji transkrypcji różnych genów eu
kariotycznych, poprzez oddziaływanie z ich regionami 
promotorowymi zawierającymi sekwencje AT, pozwala na 
opracowanie nowej grupy leków przeciwnowotworowych, 
działających poprzez tworzenie kowalencyjnego wiązania 
krzyżowego pomiędzy DNA a białkiem HMGA [78, 79], 
Do takich związków, będących w fazie badań klinicznych, 
należą m. in. FR 900482 i FK 317, które zalicza się do ro
dziny antybiotyków przecinowotworowych o strukturze 
podobnej do mitomycyny C (Rys. 4). Są one uznane za pro- 
leki, aktywowane in vivo poprzez dwuelektronową reduk
cję wiązania N-O w obecności śladowych ilości jonów Fe2+. 
Powstająca w ten sposób grupa ketonowa (7) ulega proce
sowi szybkiej cyklizacji (8) w trakcie którego eliminowana

mitomycynaC FK317 FR 900482

R ysun ek  4. Struktura chem iczna m itomycyny i potencjalnych proleków przeciw now otw orow ych now ej generacji FK 317 i FR 900482 aktywowanych w kom órce now o
tw orow ej [78, 79],
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Rysunek  5. M echanizm  redukcyjnej aktywacji związku FR 900482 i sposób indu
kowania wiązań krzyżow ych z DN A [78 i 79],

jest cząsteczka wody i powstaje wysoce reaktywna forma 
elektrofilowa związku (9), która tworzy wiązania krzyżowe 
z DNA (10) (Rys. 5).

Związek FK 317 jest zmodyfikowaną chemicznie pochod
ną FR 900482 (Rys. 4). Modyfikacja polega na wprowadzeniu 
grupy metylowej i dwóch grup acetylowych, które ułatwiają 
przenikanie FK 317 przez błonę komórkową. Grupy mety
lowe są usuwane w komórce. Pozostająca reszta metylowa 
stanowi jedyną różnicę pomiędzy aktywnymi formami tych 
związków. Prolek FR 900482 powoduje powstanie groźnego 
efektu ubocznego objawiającego się przeciekaniem naczyń, 
który jest prawdopodobnie wywoływany przez indukcję 
procesu nekrozy w komórkach. Bezpieczniejszym i efek
tywniejszym lekiem przeciwnowotworowym wydaje się 
być FK 317. Komórki traktowane niskimi stężeniami tego 
związku również ulegają nekrozie, ale przy wyższych stęże
niach są eliminowane na drodze apoptozy. Eliminacja grup 
acetylowych z FK 317 po wniknięciu do wnętrza komórki 
powoduje, że związek ten nie może być substratem gliko- 
proteiny P. Proces aktywacji stymulowany jest również 
niedoborem tlenu. Powszechnie uznany fakt występowania 
niedotlenienia guza nowotworowego dodatkowo sprzyja 
kumulacji tego leku w komórkach docelowych.

PO D SU M O W A N IE

Ocena ekspresji genu HMGA może być przydatna w dia
gnostyce onkologicznej. Aktywność tego genu może być 
markerem progresji nowotworu. Korelacja ekspresji genu 
HMGA z niekorzystnymi czynnikami rokowniczymi suge
ruje potencjalnie złe rokowanie dla pacjentów z ekspresją/ 
nadekspresją tego genu. Wskazuje się na związek pomiędzy 
ekspresją genu HMGA a procesem formowania przerzu
tów. Można wysunąć hipotezę, że u chorych, u których nie 
stwierdzono zajęcia węzłów chłonnych i przerzutów odle
głych, a u których wykryto badaniem molekularnym eks
presję genu HMGA, mogą występować mikroprzerzuty pro
wadzące do nawrotów choroby po radykalnym w założeniu 
leczeniu chirurgicznym. Zważywszy na fakt, że komórki 
z potencjałem do zasiedlania i namnażania w odległych 
miejscach mogą pojawić się już we wczesnych stadiach roz-

o

10

woju nowotworu, kiedy postępowaniem rutynowym jest 
tylko leczenie operacyjne, określenie prawdopodobieństwa 
wystąpienia przerzutów w indywidualnych przypadkach 
jest niezwykle ważne dla podjęcia decyzji terapeutycznych 
o wdrożeniu lub zaniechaniu terapii adjuwantowej. Wy
krycie ekspresji genu HMGA u pacjentów bez przerzutów 
do węzłów i przerzutów odległych może wskazywać na 
potrzebę zastosowania takiej terapii w grupach chorych, 
u których nie jest ona rutynowo stosowana. Prowadzone 
badania nad terapią genową nowotworów opartą na zablo
kowaniu syntezy białka HMGA przy użyciu wektorów wi
rusowych z genem HMGA1 w orientacji anty sensowej, jak 
również nad nową grupą leków przeciwnowotworowych 
działających poprzez tworzenie kowalencyjnego wiązania 
krzyżowego pomiędzy DNA i białkiem HMGA, wskazują 
na możliwość wykorzystania tych białek jako celu terapii 
przeciwnowotworowej.
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A B ST R A C T
HMGA proteins and their genes are described in this article. HMGA proteins reveal ability to bind DNA in AT-rich regions, which are charac
teristic for gene promoter sequences. This interaction lead to gene silencing or their overexpression. In normal tissue HMGA proteins level is 
low or even undetectable. During embriogenesis their level is increasing. High HMGA proteins level is characteristic for tumor phenotype of 
spontaneous and experimental malignant neoplasms. High HMGA proteins expression correlate with bad prognostic factors and with meta- 
stases formation. HMGA genes expression can be used as a marker of tumor progression. Present studies connected with tumor gene therapy 
based on HMGA proteins sythesis inhibition by the use of viral vectors containing gene encoding these proteins in antisence orientation, 
as well as a new potential anticancer drugs acting as crosslinkers between DNA and HMGA proteins suggest their usefulness as a targets in 
cancer therapy.
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ST R ESZ C Z EN IE

Liczne patogenne bakterie są zdolne do indukcji apotozy komórek gospodarza, jednak 
mechanizm tego procesu oraz jego chorobotwórcze konsekwencje mogą być różne. Wyni

kająca z infekcji bakteryjnej indukcja apoptozy lub też blokowanie programowanej śmierci 
komórek zależą od złożonych oddziaływań między białkami bakterii a białkami komórek 
gospodarza zaangażowanymi w przekazywanie sygnału i apoptozę. W niniejszym artykule 
omówiono pro i antyapoptyczne aktywności bakterii Salm onella etiterica i Yersinia spp. oraz 
bakterii H elicobacter py lori kolonizujących żołądek oraz rolę apoptozy w patogenezie cho
rób układu pokarmowego.

W PR O W A D Z EN IE

Tradycyjny podział procesów śmierci komórek wyróżnia dwa ich typy: ne
krozę i apoptozę. Każdy z nich charakteryzuje się charakterystycznymi zmia
nami morfologicznymi komórek. Nekroza, będąca procesem chaotycznym, nie
kontrolowanym i prowadzącym do uwalniania zawartości komórek powoduje 
stan zapalny. Apoptoza czyli programowana śmierć komórek to proces ściśle 
regulowany w sposób genetyczny i biochemiczny, niezwykle istotny dla prawi
dłowego funkcjonowania organizmu, odgrywający rolę w procesach rozwojo
wych oraz utrzymaniu homeostazy tkanek. Apoptoza może być indukowana 
przez różnorodne czynniki jak np.: pobudzenie receptorów błonowych lub we
wnątrzkomórkowych, uszkodzenia DNA lub brak kontaktu z macierzą zewną- 
trzkomórkową. W odróżnieniu od nekrozy, programowana śmierć komórek 
przebiega bez indukcji stanu zapalnego, w sposób „cichy" immunologicznie. 
Podczas apoptozy szybkie usuwanie ciał apoptycznych przez komórki żerne za
pobiega nagromadzaniu induktorów stanu zapalnego. Głównymi komponenta
mi apoptotycznej maszynerii są enzymy z rodziny kaspaz, będące cysteinowymi 
proteazami oraz białka z rodziny Bcl-2. Wszystkie kaspazy są syntetyzowane 
w formie zymogenów podlegających aktywacji na drodze proteolizy. Przyjmu
jąc jako kryterium podziału strukturę, charakterystycznej dla tej rodziny se
kwencji podpisowej, kaspazy podzielono na trzy grupy: 1) aktywatory cytokin 
lub kaspazy stanu zapalnego (kaspazy 1, 4, 5 ,1 1 ,1 2 ,1 3 ,1 4 ); 2) inicjatory (kaspa
zy 8, 9, 10, 2); 3) efektory fazy wykonawczej apoptozy (kaspazy 3, 6, 7). Wśród 
kaspaz wyróżnić można dwie podgrupy różniące się długością N-końcowej 
prodomeny, pełniącej kluczową funkcję w rekrutacji prokaspaz do kompleksów 
białkowych. Pierwsza z nich to białka charakteryzujące się długą prodomeną, 
która może zawierać domenę śmierci DED (ang. death effector domain), typową 
dla kaspaz 8 i 10 lub domenę rekrutacji kaspaz CARD (ang. caspase recruitment 
domain), obecną w sekwencji aminokwasowej kaspaz 1, 2, 4, 5, 9, 11, 12. Drugą 
grupę stanowią kaspazy fazy wykonawczej (3, 6, 7) mające zdecydowanie krót
szą N- końcową prodomenę. Wydaje się, że struktura prodomen w znacznym 
stopniu determinuje mechanizmy aktywacji prokaspaz. Proces ten polega na 
proteolitycznej modyfikacji łańcucha peptydowego przez inną kaspazę, gran- 
zym B, proteazę AIF (ang. apoptosis inducing factor) lub na drodze autokatalizy, 
przy czym czynniki mogące aktywować kaspazy inicjatorowe są różne od indu
kujących dojrzewanie kaspaz wykonawczych. Procesy te zazwyczaj wiążą się 
z rekrutacją kaspaz do kompleksów białkowych, kompleksu DISC (ang. death in
ducing complex) w przypadku kaspazy 8 i 10 lub kompleksu zwanego apoptoso- 
mem w przypadku kaspazy 9. Pojawienie się na terenie komórki czynnych form 
kaspaz może wywoływać lawinową aktywację kolejnych białek z tej rodziny, 
co prowadzi do włączenia tzw. kaskady kaspaz i wprowadza komórkę na dro
gę apoptozy. Aktywacja kaspaz wykonawczych kontrolowana jest przez białka 
należące do rodziny IAP (ang.inhibitor o f  apoptosis). W regulacji bierze też udział 
białko Smac (ang. second mitochondrial derived activator, zwane też DIABLO). Ak
tywne kaspazy odpowiedzialne są za degradację wielu białek cyto- i nukleosz-
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kieletu, białek związanych z naprawą DNA, kontrolą cyklu 
komórkowego czy zaangażowanych w sygnalizację komór
kową.

Istotne znaczenie w regulacji procesu apoptozy mają 
białka należące do rodziny Bcl-2, grupującej ponad 20 bia
łek, o charakterze zarówno proapoptycznym jak i anty- 
apoptycznym. Kontrolują one uwalnianie z mitochodriów 
cząsteczek efektorowych takich, jak np.: cytochrom c, 
Smac/DIABLO, AIF, endonukleaza G, odpowiedzialnych 
za stymulację apoptozy zależnej lub niezależnej od aktyw
ności kaspaz. Ich cechą charakterystyczną, a zarazem pod
stawą do podziału, jest występowanie którejś z tzw. domen 
homologii. Obecność domen homologii wpływa na zdol
ność białek do tworzenia homo- i heterodimerów oraz od
działywania z innymi białkami apoptycznymi. W rodzinie 
białek Bcl-2 wyodrębnia się trzy klasy: 1) podrodzinę Bcl-2 
obejmującą białka anty-apoptyczne (np. Bcl-2, Bcl-Xj, Mci); 
2) podrodzinę Bax, w której skład wchodzą białka o charak
terze pro-apoptycznym (np. Bax, Bak, Bok); 3) podrodzinę 
BH3, gromadzącą pro-apoptyczne białka (np. Bad, Bid, Bik, 
Bim).

W przebiegu apoptozy wyróżnia się trzy etapy -  inicja
cji, egzekucji i zniszczenia. Pierwszy etap może przebiegać 
różnorodnie w zależności od przyczyny wejścia komórki 
na drogę samobójczą, dwie kolejne fazy są dla większości 
komórek podobne. Program śmierci komórki może być uru
chamiany przez wiele czynników, których działanie prowa
dzi do uruchomienia charakterystycznych szlaków sygnali
zacyjnych. Wyróżnia się dwie podstawowe ścieżki aktywacji 
apoptozy: ścieżkę zewnątrzpochodną, niemitochondrialną 
z udziałem tzw. receptorów śmierci oraz ścieżkę wewnątrz- 
pochodną, mitochondrialną. Indukcja ścieżki zewnątrzpo- 
chodnej obejmuje przyłączenie ligandów (np. FAS-L, TNF, 
A P03L, A P02L) do receptorów śmierci, należących do ro
dziny TNF (ang. tumor necrosis factor), co prowadzi do ich 
trymeryzacji. Obecność w cytoplazmatycznym fragmencie 
receptorów domeny śmierci DD (ang. death domain) umoż
liwia wiązanie białek adaptorowych posiadających specy
ficzne motywy np. FADD (ang. Fas-associated death domain), 
czy  TRADD (ang. TNF-Rl-associated death domain) i utwo
rzenie kompleksu białkowego zwanego DISC, do którego 
rekrutowane są kaspazy 8 i 10. Na terenie kompleksu DISC 
dochodzi do aktywacji kaspaz inicjatorowych. Szlak we- 
wnątrzpochodny nierozłącznie związany jest z mitochon- 
driami. Sygnały, inicjujące apoptozę, indukują otwieranie 
megakanałów w błonie mitochondrialnej. Zmiany te znaj
dują się pod ścisłą kontrolą białek z rodziny Bcl-2. Uwol
niony do cytosolu cytochrom c bierze udział w formowaniu 
kompleksu zwanego apoptosomem. Kluczową rolę w jego 
tworzeniu pełni białko adaptorowe Apaf-l(ang. apoptosis 
protease activating factor-1), mające na C-końcu domenę WD, 
wiążącą się do domeny WD cytochromu c, zaś na N-koń- 
cu domenę CARD, pozwalającą na przyłączenie kaspazy 
9. W apoptosomie dochodzi do aktywacji kaspazy 9, która 
może kolejno aktywować kaspazy wykonawcze 3 i 7.

Fazie wykonawczej i fazie zniszczenia towarzyszą cha
rakterystyczne zmiany morfologiczne. Obejmują one utratę 
turgoru komórki, a co za tym idzie jej obkurczanie się. Na 
tym etapie komórki tracą kontakt z macierzą zewnątrzko-

mórkową. Obserwuje się również fragmentację i margina
lizację chromatyny. W wyniku cięcia DNA przez nukleazy 
(np. CAD ang. caspase activated DNA-se) powstają odcinki 
DNA o długości ok. 180-200 par zasad. W komórkach apop- 
tycznych dochodzi do przeorganizowania cytoszkieletu 
i reorganizacji sieci aktynowej. Ostatecznie następuje de
gradacja jądra komórkowego, zaś błona komórkowa uwy
pukla się, tworząc ciałka apoptyczne, obłonione pęcherzyki 
zawierające fragmenty cytoplazmy, jądra komórkowego 
oraz funkcjonalne organella. Ciałka apoptyczne są pochła
niane przez komórki żerne, dzięki czemu śmierć komórki 
na ogół nie wywołuje odczynu zapalnego. Sygnałem roz
poznawczym dla komórek fagocytujących jest eksponowa
na na powierzchni ciałek apoptycznych fosfatydyloseryna. 
Czytelnikom, zainteresowanym poznaniem szczegółów 
dotyczących mechanizmów przebiegu i regulacji procesów 
apoptozy, polecamy lekturę prac przeglądowych [1, 2, 3, 4 
oraz tomu 1644 Biochim Biophys Acta]. W ostatnich latach 
zebrano dużą liczbę danych doświadczalnych wskazują
cych na udział procesów programowanej śmierci komórek 
w modulowaniu przebiegu chorób infekcyjnych, zarówno 
wirusowych jak i bakteryjnych. Mechanizmy indukcji lub 
blokowania apoptozy przez mikroorganizmy są bardzo 
różnorodne i nie w pełni wyjaśnione.

Indukcja apoptozy jest procesem nieobojętnym zarówno 
dla patogenu, jak i dla gospodarza. Zniszczenie ciągłości 
tkanek (apoptoza komórek nabłonkowych i śródbłonko- 
wych) ułatwia rozprzestrzenianie się mikroorganizmów 
chorobotwórczych. Aktywacja apoptozy, zamiast nekrozy 
makrofagów, zazwyczaj związana jest z ograniczeniem sta
nu zapalnego. Zniszczenie komórek żernych chroni patoge
ny przed fagocytozą. Z drugiej strony zaobserwowano, że 
apoptoza makrofagów często połączona jest z uruchamia
niem mechanizmów antybakteryjnych.

Coraz częściej podkreśla się udział apoptozy w procesach 
patogenezy wywoływanych infekcją bakteriami rodzajów 
Yersinia, Salmonella i Helicobacter. Na tej podstawie zostanie 
zaprezentowana złożoność obserwowanych wśród patoge
nów przewodu pokarmowego oddziaływań prowadzących 
do indukcji lub blokowania apoptozy. Choć wszystkie wy
mienione mikroorganizmy są patogenami przewodu po
karmowego, każdy charakteryzuje się odmiennym „trybem 
życia". Bakterie H. pylori to patogeny zewnątrzkomórkowe 
kolonizujące głównie część przedodźwiernikową żołądka. 
Kolonizacja nabłonka dwunastnicy doprowadza często do 
rozwoju choroby wrzodowej, a kolonizacja trzonu żołąd
ka do choroby nowotworowej. Enteropatogenne Yersinia 
przekraczają błonę śluzową jelit wykorzystując komórki 
M, a następnie namnażają się zewnątrzkomórkowo w war
stwie podśluzówkowej. W wypadku bakterii gatunku Sal
monella enterica przebieg infekcji zależny jest od gatunku 
gospodarza oraz serowaru patogenu. S. enterica sv. Typhi 
do przekroczenia bariery śluzówki wykorzystuje głównie 
komórki M, choć posiada też zdolność do inwazji entero- 
cytów. Ten wewnątrzkomórkowy mikroorganizm może 
docierać wraz z makrofagami do głębiej położonych tkanek 
i organów wywołując ogólnoustrojową infekcję.
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YERSIN IA

Enteropatogenne bakterie z rodzaju Yersinia „wykształ
ciły szeroki zakres taktyk" mających chronić je, lub też ob
racać na ich korzyść odpowiedź immunologiczną gospo
darza. Jedną ze strategii wykorzystywanych przez Yersinia 
spp. jest indukcja apoptozy makrofagów, które w natural
nych warunkach są zdolne do hamowania rozprzestrzenia
nia się patogenu. Zdolność do indukcji apoptozy przez te 
mikroorganizmy jest procesem zależnym od typu „atako
wanej" tkanki. Indukcja apoptozy w komórkach makrofa
gów, przez Yersinia spp., determinowana jest obecnością 70 
kb plazmidu, typowego dla enteropatogennych gatunków: 
Y. enterocolitica i Y. pseudotuberculosis. Plazmid pYV (ang. 
Yersinia virulence plasmid) koduje wiele białek efektorowych, 
należących do grupy białek Yop (ang. Yersinia outer prote
ins), oraz białka budujące system sekrecyjny typu trzeciego 
TTSS (ang. type three secretion system). Umożliwia on wpro
wadzenie białek efektorowych bezpośrednio z cytoplazmy 
patogenu do cytoplazmy komórek gospodarza [5]. Do tej 
pory opisano sześć białek efektorowych Yop (YopE, YopH, 
YopM, YopT, YopO/YpkA oraz YopP/YopJ). Pozostają one 
nieaktywne na terenie komórki prokariotycznej z powodu 
braku ich substratów, aktywatorów, a także dzięki oddziały
waniu ochronnemu specyficznych białek opiekuńczych. Ich 
działanie ujawnia się dopiero na terenie komórek eukario
tycznych i polega na reorganizacji filamentów aktynowych 
oraz blokowaniu procesu fagocytozy [6]. Poza bezpośrednią 
inhibicją fagocytozy, procesem umożliwiającym przeżycie, 
enteropatogennych Yersinia na terenie kępek Payera, jest ha
mowanie przez bakterie produkcji prozapalnego czynnika 
TNF-a oraz indukcja apoptozy makrofagów [7], Proteina 
YopP u Y. enterocolitica i jej homolog YopJ u i Y. pseudotu
berculosis, uznawana jest za jeden z głównych czynników 
sprawczych obu tych procesów. Istotną rolę w aktywacji 
śmierci komórek żernych odgrywają również lipopolisacha- 
rydy (LPS), będące składnikami błony zewnętrznej komórek 
bakteryjnych. Zahamowanie syntezy czynnych immunolo
gicznie substancji jest głównie wynikiem działania YopP/J, 
uniemożliwiającego aktywację kinaz z rodziny MKK (ang. 
mitogen-activated protein kinase kinases) oraz IKKp (ang. IkB  
kinase complex) [7, 8]. Porównanie sekwencji aminokwaso- 
wej i struktury II rzędowej białek YopP/J z odpowiednimi 
fragmentami adenowirusowej proteazy AVP (ang. adenovi
rus protease) oraz proteazy U lpl (ang. ubicjuitin-like protein 
proteasel) sugeruje, iż YopJ ma właściwości proteolityczne, 
pozwalające na usuwanie ze zmodyfikowanych białek reszt 
ubikwityny lub ubikwitynopodobnych reszt SUMO (ang. 
small ubiquitin related modifer). Likwidacja tych posttransla- 
cyjnych modyfikacji może zaburzać procesy przekazywania 
sygnałów. Udowodniono, że YopJ powoduje zmniejszenie 
ilości białek związanych z resztami SUMO oraz spadek stę
żenie białek ubikwitynylowanych. Jak dotąd jednak nie zi
dentyfikowano bezpośredniego substratu YopP/J [9].

Istnieją dwa modele wyjaśniające sposób, w jaki YopP/ 
J wywołuje apoptozę makrofagów (Rys. 1). Według pierw
szego z nich YopP/J bezpośrednio aktywuje program śmier
ci komórki poprzez proces, który angażuje proteolityczne 
rozcinanie białka Bid. Drugi model zakłada, że YopP/J je
dynie wzmacnia proapoptyczny sygnał indukowany przez 
lipopolisacharydy, wchodzące w skład osłon gramujem-

nych bakterii. Głównym efektem działania YopP/J jest tu 
wstrzymywanie aktywacji czynnika traskrypcyjnego NF-kB 
(ang. nuclear factor kB).

INDUKCJA APOPTOZY PRZEZ LIPOPOLISACHARYDY

Lipopolisacharydy bakterii gramujemnych są rozpo
znawane przez receptory TLR 4 (ang. Toll like receptors). 
Receptory TLR, należą do rodziny receptorów PRR (ang. 
pattern recognition receptors), rozpoznających charaktery
styczne struktury na powierzchni komórek mikroorgani
zmów patogennych. Stymulacja kompleksu receptorowego 
TLR4-CD14 (ang. cluster o f  differentiation 14), obecnego na 
powierzchni komórek żernych przez LPS doprowadza do 
zapoczątkowania serii zdarzeń: aktywacji ubikwitynylo- 
wanej ligazy TRAF6 (ang. TNF receptor-associated factor 6), 
aktywacji kompleksu TAKI (ang. transforming growth fac
tor-beta-activated kinase), oraz fosforylacji i aktywacji białek 
MKK oraz IKK. W następstwie uruchomione zostają ścieżki 
związane z kinazami MAPK (ang. mitogen-activated protein 
kinases) i NF-kB, czego ostateczną konsekwencją jest pro
dukcja cytokin i innych czynników chroniących komórki 
gospodarza przed infekcją [10]. Ścieżka ta, przebiegająca 
z udziałem mieloidalnego czynnika różnicującego My88 
(ang. myeloid differentiation factor 88) i białek IRAKI (ang. 
IL-lR-associated kinase) w górnym odcinku szlaku, pozwa
la na przekazywanie sygnału promującego przetrwanie. 
Jednakże pobudzenie receptorów TLR może również pro
wadzić do uruchomiania programu samobójczej śmierci 
komórek eukariotycznych. W transdukcji proapoptycz- 
nego sygnału indukowanego przez LPS zaangażowane są 
białka My88 oraz IRAK2. My88 i 1RAK2 mogą wiązać się 
z FADD poprzez odpowiednie domeny śmierci (DD), co 
skutkuje aktywacją kaspaz 8 lub 9 i uruchomieniem progra
mu śmierci komórki. Opierając się na badaniach Aliprantis 
i wsp., analizujących interakcje między My88, a białkami 
FADD, Ruckdeshel i wsp. sugerują, iż podobne oddziały
wania mogą mieć miejsce w przypadku idukowanej przez 
Yersinia apoptozy [11, 12, 13]. W świetle dostępnych wyni
ków eksperymentów można wnioskować, że kluczową rolę 
w mechanizmie indukcji apoptozy przez Yersinia odgrywa
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R ysunek 1. M echanizm  indukcji apoptozy kom órek m akrofagów  przez entero
patogenne Yersinia spp.
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hamowanie antyapoptycznej funkcji N F-kB . Gdy związany 
z N F -k B  szlak promujący przetrwanie blokowany jest przez 
YopP/J, dominująca staje się ścieżka cytotoksyczna i ma- 
krofagi ulegają apoptozie [11]. Rodzinę transkrypcyjnych 
aktywatorów N F-kB  tworzą konserwowane białka, nie
zwykle istotne w procesach regulujących działanie syste
mu immunologicznego. Ich aktywacja doprowadzająca do 
translokacji aktywnych cząsteczek z cytoplazmy do jądra 
komórkowego, powoduje podniesienie poziomu ekspresji 
genów kodujących wiele cytokin, receptorów czy cząste
czek adhezyjnych. Dodatkowo czynnik N F-kB  pełni rolę 
w regulacji poziomu białek przeciwdziałających procesowi 
apoptozy. Do aktywacji N F-kB  dochodzi w wyniku uwol
nienia go od białek inhibitorowych IkBci (ang. in h ib itor  kB), 
IkB(3 oraz IkB c utrzymujących N F-kB  w  cytoplazmie. Aby 
N F -k B  mógł swobodnie przemieścić się do jądra, białka IkB 
muszą ulec fosforylacji i ubikwitynylacji, a następnie degra
dacji w proteosomie. Krytycznym punktem w tym procesie 
jest fosforylacja IkB  przeprowadzana przez kompleks IKK 
złożony z trzech części IKKa, IKKp i IKKy, z czego domenę 
katalityczną posiadają podjednostki IKKa oraz IKK(3 [14]. 
YopP/J oddziałuje na IKKp. Wprowadzenie YopJ do ma- 
krofagów powoduje spadek ilości zaktywowanych IKK(3 
i N F -k B  [8], Jak dotąd jednak nie udowodniono by IKKp 
było modyfikowane przez ubikwitynację, lub też aby sta
nowiło bezpośredni substrat YopP/J. Ubikwitynylacja jest 
natomiast niezbędna do aktywacji TRAF6 [15]. Możliwe, że 
blokowanie aktywacji IKKp jest wynikiem oddziaływania 
YopP/J właśnie na TRAF6, które wydaje się być istotnym 
ogniwem antyapoptycznej ścieżki N F-kB  [16].

W komórkach makrofagów podczas infekcji Yersinia 
po początkowej aktywacji NF-kB dochodzi, stosunkowo 
szybko (-60-90 min.), do zablokowania tego szlaku. Białko 
YopP/J doprowadza do supresji aktywności IKKp, co w po
łączeniu z indukowanym przez bakteryjny LPS sygnałem, 
determinuje wprowadzenie makrofagów na drogę apopto
zy [8],

AKTYWACJA APOPTOZY PRZEZ BIAŁKO YOPP/J

Na podstawie opublikowanych ostatnio wyników do
świadczeń można stwierdzić, iż białko YopP/J działa rów
nież jako samodzielny czynnik zdolny do bezpośredniej 
aktywacji maszynerii śmierci komórkowej. Badania prze
prowadzone przez Deneckera i wsp. udokumentowały rolę 
mitochondriów w procesie samobójczej śmierci makrofa
gów indukowanej infekcją Yersinia. Wykazali oni aktywację 
proapoptycznego białka Bid, będącego bezpośrednim sub- 
stratem kaspazy-8. Powstający 13 kDa C-końcowy fragment 
proteiny (t-Bid) ulega translokacji do błony mitochondriów, 
gdzie indukuje uwalnianie cytochromu c, doprowadzając 
do utworzenia aktywnego kompleksu apoptosomowego. 
Konsekwencją tego procesu jest aktywacja kaspaz fazy wy
konawczej. Bakterie Yersinia, które nie syntetyzują białka 
YopP/J lub produkują białko o zmienionej domenie katali
tycznej, pozbawione aktywności proteolitycznej, nie indu
kują przedstawionego procesu. Szczegóły działania YopP/ 
J doprowadzające do powstawania t-Bid nie zostały wyja
śnione. Zastosowanie różnorodnych inhibitorów kaspaz, 
pozwala sugerować oddziaływanie białka efektorowego 
w górnych odcinkach szlaku sygnalizacyjnego tak więc

prawdopodobne jest, że jego substrat stanowi prokaspaza-8 
[17]. Jeżeli cięcie białka Bid wynika z aktywacji kaspazy 8, 
możliwe jest, że to nie YopP/J bezpośrednio uczestniczy 
w tym procesie, lecz właśnie białka MyD88 i IRAK2. Istnie
nie takiej ścieżki pozwalałoby na połączenie obserwacji De- 
necera i Ruckdeshela (Rys. 1) [11,17].

SALMONELLA

Salmonella będąca fakultatywnym wewnątrzkomórko
wym patogenem ulega namnażaniu w specyficznych prze
działach, nazywanych wakuolami zawierającymi Salmonel
le SVC (ang. Salmonella containing vacuoles). Aby je utworzyć 
bakteria modyfikuje cytoszkielet komórki, strukturę prze
strzenną błon komórkowych oraz blokuje fuzje wakuol z li- 
zosomami [18]. Związane z wirulencją geny, o różnorod
nych funkcjach, stanowią około 4% chromosomu Salmonella. 
Wiele spośród nich, w tym geny odpowiedzialne za modu
lowanie procesów apoptozy, zlokalizowane jest w rejonie 
dwóch dużych obszarów chromosomu bakterii nazywanych 
wyspami patogennosci SPI1 i SPI2 (ang. Salmonella pathoge
nicity island 1 2) [19]. Obie one kodują niezależnie funkcjo
nujące układy sekrecyjne typu III. Aktywność genów SPI1 
jest szczególnie ważna we wczesnej fazie infekcji, umożli
wiając patogenom przekroczenie bariery śluzówki jelit [20, 
21]. Białka kodowane przez SPI1, a przede wszystkim biał
ko inwazyjności SipB (ang. Salmonella invasion protein B), 
są również odpowiedzialne za indukcję wczesnej SipB-za- 
leżnej śmierci makrofagów (Rys. 2) [22], Geny SPI2 pełnią 
istotną rolę w ogólnoustrojowej fazie infekcji, nadając bak
terii zdolność do namnażania się wewnątrz makrofagów; są 
one także odpowiedzialne za indukcję opóźnionej apoptozy 
makrofagów (Rys. 2) [23], W procesie tym uczestniczy rów
nież białko regulatorowe kodowane przez chromosowy gen 
ompR oraz produkty obecnych na plazmidzie genów opero- 
nu spv [24,25], Tkankowy tropizm indukcji apoptozy komó
rek eukariotycznych przez bakterie S. enterica zależny jest od

INFEKCJA
ORALNA

FAZA . 
JELITOWA

FAZA
OGÓLNO-“

USTROJOWA

wiązanie 
kaspazy 1 
przez SipB

BIAŁKA 
EFEKTOROWE 

SPI1 w

Inwazja 
komórek M

(TTSS)

uwalnianie 
• aktywnych 
IL-1 p i IL-18

zależna od kaspazy-1 ^
śmierć makrofagów

makrofagi w 
kłębkach 
Payera

aktywacja 
kaspazy 2 
przez SipB

BIAŁKA 
EFEKTOROWE 

SPI2, spv, 
ompR

kolonizacja 
wątroby i 
śledziony

rekrutacja 
neutrofili i 

makrofagów

przenikanie

uruchomienie kaskady í ? wrwi'i
kaspaz (3, 6, 8) |¡mfy

śmierć makrofagów

(TTSS) ‘

V
w  wewnątrzkomórkowe 
^  namnażanie się i 

rozprzestrzenianie bakterii
smierc

makrofagów

R ysunek 2. Indukcja apoptozy m akrofagów  przez kom órki Salmonella enterica na 
różnych etapach infekcji.

Postępy Biochemii 51 (3) 2005 273
http://rcin.org.pl



serowaru patogenu. I tak np. S. entérica sw. Typhimurium 
nie wywołuje śmierci komórek epitelialnych, podczas gdy 
zakażenie S. entérica sw. Dublin bezpośrednio wprowadza 
komórki nabłonkowe jelita grubego na drogę apoptozy, ale 
dopiero w późnym etapie infekcji. Mechanizm tego procesu 
nie został w szczegółach wyjaśniony.

ZALEŻNA OD SIPB ŚMIERĆ MAKROFAGÓW

Bakterie rodzaju Salmonella hodowane w warunkach 
optymalnych dla inwazji komórek nabłonka (późna loga
rytmiczna faza wzrostu i niskie stężenie tlenu), w doświad
czeniach in vitro, indukują śmierć makrofagów w ciągu 
dwóch godzin od momentu infekcji [26], Zdolność ta wiąże 
się z syntezą białek kodowanych w obrębie SPI1, umożli
wiających wprowadzenie do komórki gospodarza białka 
efektorowego SipB, pełniącego kluczową rolę w modulacji 
procesu apoptozy [22]. SipB wiąże i aktywuje kaspazę 1 
zwaną ICE (ang. interleukin-l$ converting enzyme), co prowa
dzi do śmierci komórki [27]. SipB zbudowane jest z dwóch 
funkcjonalnych domen, warunkujących zdolność białka do 
oddziaływania z błonami. N-końcowy rejon odpowiada za 
oligomeryzację, podczas gdy C-końcowy odcinek oddzia
łuje z lipidami błon. Analizy topologii SipB sugerują, że 
białko to może łączyć dwie warstwy osłon komórek bakterii 
gramujemnych [28], Nie zostało jednak udokumentowane 
czy aktywność ta manifestuje się in vivo [28]. Białko SipB 
odgrywa również rolę translokatora, umożliwiając prze
niesienie innych białek efektorowych na teren komórek eu
kariotycznych [29], Populacja makrofagów, podlegających 
śmierci, indukowanej przez Salmonella, nie jest homogenna. 
Poszczególne komórki wykazują cechy typowe zarówno 
dla procesu apoptozy jak i nekrozy, a proporcje komórek
0 różnej morfologii zależne są od poziomu ekspresji genów 
SPI1 oraz od wielokrotności zakażenia [26]. Zależny od 
kaspazy 1 program śmierci znacząco różni się od klasycz
nej apoptozy. Proces ten nie wymaga aktywacji kaspazy-3 
[30]. Również nadekspresja antyapoptycznych białek Bcl-2
1 Bcl-x( nie hamuje tego rodzaju śmierci [31]. Dodatkowo, 
myszy pozbawione kaspazy-1 nie wykazują anomalii roz
wojowych, w przeciwieństwie do zwierząt z uszkodzonymi 
genami kodującymi pozostałe kaspazy [32]. Ostatnią, lecz 
bardzo istotną dla przebiegu infekcji i patogenezy nietypo
wością, indukowanej przez Salmonella wczesnej śmierci ma
krofagów, jest jej prozapalny charakter typowy dla nekrozy. 
Apoptozę uważa się za proces, który nie wywołuje zapalne
go, podczas gdy kaspaza-1, należąca do aktywatorów cyto- 
kin, ma działanie zdecydowanie prozapalne [30], Proces ten 
ostatnio określa się, programowaną nekrozą [30, 33]. Choć 
wykazano, że mikroiniekcja SipB do makrofagów stymulu
je ich śmierć to nie wiadomo, w jaki sposób SipB aktywuje 
ICE [26]. Badania z wykorzystaniem immunoprecypitacji 
wskazują na zdolność SipB do wiązania kaspazy 1 [27], Po
dejrzewa się, że ten bezpośredni kontakt może powodować 
zmiany w konformacji ICE. Alternatywnie SipB może do
prowadzać do miejscowej kondensacji ICE, ułatwiając jej au- 
toaktywację [34], lub też do aktywacji ICE może dochodzić 
dzięki przenoszeniu białka przez SipB w pobliże odpowied
niego aktywatora mogącego być proteiną związaną z bło
nami [35]. Kaspaza 1 wykazuje proteolityczną aktywność 
w stosunku do nieaktywnych prekursorów prozapalnych 
cytokin: interleukiny IL-ip i IL-18, umożliwiając powstanie

ich dojrzałych, aktywnych form. Ponieważ cytokiny te nie 
mają sekwencji sygnalnej, typowej dla białek podlegających 
sekrecji, pozostaje niejasne, w jaki sposób są one uwalniane 
z komórek makrofagów. Sekrecja IL-ip może przebiegać na 
drodze egzocytozy lub też do uwolnienia aktywnych cyto
kin dochodzi w trakcie apoptozy makrofagów [35,36], IL-ip 
i IL-18 są odpowiedzialne za wystąpienie objawów ostrego 
stanu zapalnego w miejscu infekcji. We wczesnym etapie 
infekcji kępek Peyer'a patogen „ucieka" z makrofagów in
dukując ich śmierć. Wywołany stan zapalny powoduje re
krutację do miejsca infekcji neutrofili oraz innych komórek 
systemu odpornościowego, mogących stanowić dogodne 
miejsce namnażania się wewnątrzkomórkowych bakterii. 
Zarazem ostry stan zapalny przyczynia się do przełamania 
ciągłości tkanki nabłonkowej jelit i umożliwia rozpoczęcie 
ogólnoustrojowej fazy infekcji.

Badania przeprowadzone in vitro na komórkach linii ma- 
krofagowych z unieczynnionym genem kaspazy 1 dowodzą, 
że udział kaspazy-1 nie jest konieczny do wywołania apop
tozy komórek żernych przez S. enterica w logarytmicznej 
fazie wzrostu. Ten, niezależny od kaspazy 1 proces śmierci, 
jest znacznie wolniejszy (komórki apoptyczne obserwuje się 
po 4-6 godzinach) i dochodzi w nim do uruchomienia kaska
dy kaspaz oraz uwolnienia cytochromu c z mitochondriów. 
Pierwszą kaspazą aktywowaną w tej ścieżce jest kaspaza 2, 
następną kaspaza 3, a na późniejszym etapie zaktywowa- 
ne zostają kaspazy 6 i 8 [37], W proteolityczną aktywację 
prokaspazy 2 zaangażowane jest białko SipB. Ponieważ nie 
zaobserwowano bezpośredniego wiązania SipB do kaspa
zy 2 podejrzewa się, że do aktywacji dochodzi w wyniku 
formowania przez SipB kompleksu z białkiem adaptero
wym zawierającym domenę CARD. Taki kompleks mógłby 
wiązać i aktywować kaspazę 2. Alternatywnie, SipB może 
służyć jako specyficzna translokaza pozwalająca na wpro
wadzenie do komórki innych czynników wirulencji w tym 
białka aktywującego kaspazę 2 [37], Jedną z konsekwencji 
uruchomienia kaskady kaspaz jest wypływ cytochromu c z 
mitochondrium. Rola aktywacji kaspazy 2 wydaje się pole
gać na wspomagającym działaniu, zależnej od kaspazy 1, 
apoptozy. Prawdopodobnie podczas infekcji indukowana 
przez kaspazę 1 apoptoza nie przebiega tak gwałtownie jak 
w warunkach laboratoryjnych. Osłabienie siły, zależnej od 
kaspazy 1, apoptozy in uivo może wynikać między innymi 
z faktu, że aktywne makrofagi są znacznie mniej „skłon
ne do ulegania" apoptozie, niż komórki wykorzystywane 
w eksperymentach in vitro. Ponadto oddziaływanie LPS po
woduje indukcję syntezy specyficznego inhibitora kaspazy 
1. Także wytwarzany przez aktywowane makrofagi tlenek 
azotu znacząco osłabia działanie niektórych kaspaz w tym 
kaspazy 1 [37], Podejrzewa się, że Salmonella zwiększa praw
dopodobieństwo indukcji samobójczej śmierci makrofagów 
poprzez jednoczesne modulowanie kilku ścieżek proapop- 
tycznych: ścieżki działającej bezpośrednio po zakażeniu 
makrofagów oraz szlaku opóźnionego, niewymagającego 
aktywności kaspazy-1. Oba zależne są od białka SipB.

NIEZALEŻNA OD SIPB OPÓŹNIONA 
ŚMIERĆ MAKROFAGÓW

S. enterica w stacjonarnej fazie wzrostu, hodowane w wa
runkach, w których nie zachodzi ekspresja genów SPI1, 
nie wywołują wczesnej apoptozy komórek żernych. Nato
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miast są zdolne do indukcji programu śmierci makrofagów 
w ciągu 12-13 godzin po infekcji [24]. Udokumentowano 
zależność tego procesu od genów SPI2, genu ompR oraz 
spvB. OmpR, będące elementem dwuskładnikowego syste
mu regulatorowego ompR-envZ, jest białkiem regulującym 
ekspresję operonów kodujących białka, budujące aparat 
sekrecyjny SPI2 [38]. Białko SpvB (ang. Salmonella plasmid 
virulence protein B) jest kodowane przez operon spv, obecny 
na plazmidzie wirulencji wielu serotypów Salmonella spp. 
SpvB należy do grupy toksyn zdolnych do przenoszenia 
ADP-rybozy z NAD na białko docelowe, którym w tym 
wypadku jest aktyna, budująca cytoszkielet komórki. Ak
tywność SpvB doprowadza do zablokowania przebudowy 
filamentów aktynowych [39], Wiele zagadnień dotyczących 
indukcji bardzo opóźnionej apoptozy nie zostało zbadane. 
Ciekawą wydaje się obserwacja, że podczas tego zjawiska 
nie dochodzi do aktywacji kaskady kaspaz [25]. Do wyra
żenia się cytotoksycznej aktywności SpvB niezbędna jest 
ekspresja niektórych genów SPI2, lecz rola, jaką pełnią jest 
niejasna [40]. Początkowo podejrzewano, że kodowany 
w obrębie SPI2 system sekrecyjny umożliwia wprowadze
nie SpvB do komórki eukariotycznej. Jednak analizy Kuri- 
ty i wsp. dowodzą, że sekrecja SpvB odbywa się na drodze 
niezależnej od systemu sekrecyjnego typu trzeciego. Auto
rzy nie tłumaczą jednak mechanizmu transportu tego białka 
z cytoplazmy bakterii do wnętrza wakuol, a stąd na teren 
cytoplazmy komórek ssaczych [25]. Ostatnio opublikowa
ne dane eksperymentalne wykazały, że opóźniona śmierć 
makrofagów wiąże się ze stymulacją ścieżek sygnalizacyj
nych, indukowanych aktywacją receptorów TLR4 [13]. Me
chanizm oddziaływań produktów genów SPI2 i/lub SpvB 
z białkami tych szlaków pozostaje nadal do wyjaśnienia. Je
śli chodzi o rolę tego procesu w patogenezie można speku
lować, że indukcja apoptozy na tym etapie infekcji pozwala 
na przedostanie się bakterii do nowych komórek makrofa
gów wraz z podlegającymi endocytozie ciałkami apoptycz- 
nymi.

WPŁYW BAKTERII SALMONELLA NA 
APOPTOZĘ KOMÓREK NABŁONKOWYCH

Proces indukowanej przez mikroorganizmy Salmonella 
samobójczej śmierci komórek jest zależny od rodzaju tkan
ki. W oddziaływaniach między Salmonella, a komórkami na
błonka można wyróżnić dwa zasadnicze kierunki. Z jednej 
strony bakteria najprawdopodobniej „dąży" do ogranicze
nia apoptozy komórek nabłonka, które dzięki temu mogą 
stanowić rezerwuar bakterii. Z drugiej strony, indukcja 
apoptozy w zakażonych komórkach może być czynnikiem 
ograniczającym rozprzestrzenianie się infekcji. Zniszczone 
na drodze apoptozy komórki nabłonkowe są stosunkowo 
szybko zastępowane nowymi, powstającymi w kryptach 
kosmków jelitowych, a uwalniane bakterie niszczone są 
przez komórki niespecyficznego układu immunologiczne
go. Ograniczanie rozprzestrzeniania się bakterii poprzez in
dukcję apoptozy komórek nabłonka wiąże się z obecnością 
białka AvrA (ang. a virulence protein A) [41]. Gen avrA  nie 
jest obecny w genomach wszystkich Salmonella spp. Brak go 
w chromosomie serowarów wywołujących u ludzi ogólno- 
ustrojowe infekcje np. S. enterica sw. Typhi i S. enterica sw. 
Paratyphi [42], Może to sugerować, że niszczenie komórek 
nabłonka stanowi jeden z mechanizmów obronnych gospo

darza. AvrA należy do rodziny białek YopJ/Avr [43] i po
dobnie jak YopP/J Yersinia hamuje ścieżkę sygnalizacyjną 
NF-kB, c o  w  konsekwencji prowadzi do apoptozy. Choć 
końcowy efekt wywierany przez AvrA i YopP/J na szlak 
sygnalizacyjny NF-kB jest podobny, to mechanizmy ich 
działania są różne [41, 43], W przeciwieństwie do YopP/J, 
będącego inhibitorem procesu fosforylacji IkB in vitro i in 
vivo, AvrA nie blokuje tego procesu [43]. Ponadto zidenty
fikowano białko efektorowe, o aktywności fosfatazy fosfo
ranów inozytolu [44, 45], kodowane w rejonie SPI5, zdolne 
do aktywacji w komórkach nabłonka, kinazy promującej 
przeżycie Akt/PKBa [46, 47], Efektem tego jest hamowanie 
aktywności kaspazy 3 [47], Białko to nazywane SopB/SigD 
wywołuje aktywację Akt/PKBa, nie bierze jednak udziału 
w niezbędnej do jego aktywacji rekrutacji Atk/PKBa do 
błon plazmatycznych [46], Hipoteza tłumacząca hamowa
nie przez Salmonella apoptozy komórek nabłonka nie zo
stała jeszcze potwierdzona. Jest jednak prawdopodobne, że 
SopB, promujące przeżycie, pozwala na znaczące opóźnie
nie śmierci tych komórek [41].

H ELIC O B A C TER  PYLO R I

Oddziaływania pomiędzy komórkami wyściełającymi 
układ pokarmowy gospodarza, a bakteriami z gatunku H. 
pylori powodują wiele zdarzeń na poziomie molekularnym 
i komórkowym, mogących zaburzyć homeostazę przewo
du pokarmowego, wywołując rozmaite schorzenia. H. py
lori jest zewnątrzkomórkowym patogenem, kolonizującym 
błonę śluzową żołądka. Część populacji bakteryjnej może 
wiązać się z komórkami epitelialnymi. Infekcje H. pylori 
powodują zaburzenia stanu równowagi między częstością 
podziałów, a obumieraniem komórek nabłonkowych. Jak 
dotąd nie udało się jednoznacznie określić czy indukcja 
apoptozy i proliferacji jelitowych komórek epitelialnych 
przez H. pylori muszą być zjawiskami współwystępujący- 
mi. W niektórych badaniach nie zaobserwowano wpły
wu infekcji H. pylori na liczebność komórek apoptycznych
[48], Jednakże wiele innych publikacji donosi, że oddziały
wania bakterii H. pylori powodują zarówno wzrost liczby 
komórek dzielących się jak i realizujących program śmier
ci samobójczej [49]. Według jednej z często przytaczanych 
teorii wzmożona proliferacja komórek epitelialnych stano
wi reakcję organizmu gospodarza na indukowaną przez 
bakterie apoptozę. Jak się obecnie przypuszcza, reakcja ta 
może znacznie zwiększyć ryzyko rozwoju chorób nowo
tworowych. Prawdopodobnie brak takiej odpowiedzi po
woduje utratę integralności tkanek nabłonkowych układu 
pokarmowego, a w konsekwencji występowanie ran oraz 
zanik gruczołów trawiennych, co prowadzi do dysplazji 
i atrofii jelitowej [50, 51]. Pomimo wielu lat intensywnych 
badań, wciąż pojawiają się nowe, często sprzeczne hipote
zy, usiłujące wyjaśnić mechanizm oraz znaczenie induko
wanej przez H. pylori apoptozy. Choć opisano liczne szlaki 
sygnalizacyjne oraz wiele białek mogących uczestniczyć 
w zależnej od H. pylori śmierci komórek, wiedza na temat 
ich wzajemnych powiązań jest fragmentaryczna. Białka 
kodowane w obrębie wyspy patogenności (PAI) cag (ang. 
cytotoxin-associated gene) oraz białko VacA (ang. Vacuolating 
toxin A) uważa się za jedne z istotniejszych dla rozwoju in
fekcji H. pylori oraz aktywacji szlaków apoptycznych. Po
ziom ekspresji i struktura VacA oraz obecność PAI decy
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dują o przynależności mikroorganizmu do odpowiedniego 
typu, wywołującego określone objawy chorobowe. Cag PAI 
jest 40 kb regionem, a białka kodowane przez geny tego 
fragmentu chromosomu są zdolne do formowania systemu 
sekrecyjnego typu IV [52, 53]. Wydaje się prawdopodobne, 
że produkty genów PAI nie są bezpośrednio zaangażowane 
w indukcję apoptozy a jedynie umożliwiają dostarczenie do 
atakowanej komórki czynników inicjujących proces śmierci. 
Mutacje w tym regionie ograniczają zarówno anty jak i pro- 
apoptyczny wpływ bakterii na atakowane komórki [49]. H. 
pylori po adhezji do powierzchni komórki może indukować 
apoptozę bezpośrednio (oddziaływanie białek bakteryjnych 
z czynnikami komórkowymi), lub pośrednio, poprzez in
dukcję wzmożonego uwalniania cytokin stanu zapalnego. 
Kwestią sporną pozostaje, który z produkowanych przez 
bakterie czynników odgrywa kluczową rolę w apoptozie 
i patogenezie chorób wywoływanych przez H. pylori.

BEZPOŚREDNIA I POŚREDNIA INDUKCJA 
APOPTOZY PRZEZ H. PYLORI

Badania przeprowadzone in vivo na liniach komórek 
HeLa, MKN45 i TMK1 dowodzą, że jeden z głównych me
chanizmów powodowanej przez H. pylori apoptozy opiera 
się na uwalnianiu z mitochondriów cytochromu c, w co za
angażowane są białka z rodziny Bcl-2 [49]. Analizy zmian 
w poziomie ekspresji poszczególnych białek z rodziny Bcl-2 
dostarczyły niejednoznacznych wyników. W jednym z eks
perymentów zaobserwowano wzmożoną ekspresję biał
ka Bak, z zaledwie niewielką zmianą w poziomie syntezy 
pozostałych członków rodziny Bcl-2 [54] W innym, wzrost 
poziomu syntezy dwóch, odmiennych proapoptycznych 
członków rodziny Bcl-2, Bad i Bid [55], Z kolejnych prze- 
prowodzonych niezależnie doświadczeń in vitro wynika, że 
wzrost poziomu apoptozy podczas infekcji H. pylori łączy 
się ze stymulacją syntezy białka Bax i jednocześnie hamowa
niem ekspresji Bcl-2 [51]. Z powyższych badań wnioskować 
można, iż indukcja syntezy proapoptycznych białek, a za
razem wstrzymywanie produkcji antyapoptycznych białek 
z rodziny Bcl-2, stanowi istotny element procesu wiodące
go do śmierci komórek nabłonkowych. Do powyższej tezy 
przychyla się również Maeda, choć w przeprowadzonych 
przez jego zespół doświadczeniach nie zaobserwowano 
wzrostu ekspresji Bax, Bak czy Bcl-X. Fakt ten, wg badaczy, 
nie wyklucza jednak udziału któregoś z białek Bcl-2-podob- 
nych w procesach apoptycznych, indukowanych przez H. 
pylori. Brak zmian w stężeniu badanych białek tłumaczą 
oni możliwością przemieszczania się niektórych spośród 
proapoptycznych członków rodziny Bcl-2 z cytosolu do mi
tochondriów, co powoduje uwalnianie cytochromu c, przy 
niezmienionym poziomie białka w cytosolu [49], Zmiany 
w poziomie syntezy białek z rodziny Bcl-2 mogą mieć różne 
znaczenie w kolejnych etapach rozwoju schorzeń związa
nych z infekcją H. pylori. W chorobach charakteryzujących 
się łagodnymi uszkodzeniami tkanek infekcja H. pylori 
prawdopodobnie zwiększa poziom ekspresji proapoptycz
nych białek takich jak Bid i Bax; co powoduje wzmożoną 
apoptozę komórek. Podczas rozwoju choroby nowotwo
rowej stopniowo może wzrastać intensywność produkcji 
białek antyapoptycznych np. Bcl-2, ostatecznie doprowa
dzając do zahamowania apoptozy i przewagi niekontrolo
wanej proliferacji komórek nabłonkowych [56]. Choć wielu

badaczy podejrzewa, że to właśnie białka z rodziny Bcl-2 
są głównymi czynnikami odpowiedzialnymi za aktywację 
mitochondrialnej ścieżki apoptycznej w indukowanej przez 
H. pylori apoptozie, nie wyjaśniony pozostaje mechanizm 
regulacji syntezy tych białek przez patogenne drobnoustro
je. Jest prawdopodobne, że w wywoływanej przez H. pylori 
apoptozie współuczestniczy wiele ścieżek sygnalizacyjnych. 
Niektórzy badacze wiążą uwalnianie cytochromu c z mito
chondriów z aktywnością białka VacA. Kilka niezależnych 
zespołów badawczych udokumentowało zdolność VacA do 
indukcji apoptozy komórek epitelialnych. Dowiedziono, że 
tylko bakterie produkujące VacA powodują wzrost liczby 
komórek apoptycznych [57, 58, 59], Wykorzystując oczysz
czone białko VacA udowodniono, że indukcja apoptozy za
leży od stężenia toksyny w środowisku oraz jest skorelowa
na z jej zdolnością do formowania wakuol [59], Gen vac A  jest 
obecny we wszystkich klinicznych izolatach H. pylori, choć 
poszczególne szczepy różni poziom syntezy i struktura pro
dukowanego białka. Różnice strukturalne dotyczą głównie 
N-końcowego fragmentu toksyny (sekwencje sygnalne sl/ 
s2), oraz rejonu środkowego (ml/m2). Białko VacA typu s l / 
m l może indukować wakuolizację komórek i apoptozę [59], 
Apoptoza wywoływana przez VacA jest zależna od obec
ności w środowisku NH4C1. Sam NEĘC1 nie jest związkiem 
wywołującym apoptozę. Wakuolizacja komórek może być 
tylko jednym z kroków prowadzących do apoptozy, umoż
liwiającym dostarczenie białka VacA do cytosolu. Prawdo- 
podobniy mechanizm uwalniania VacA z pęcherzyków bło
nowych polega na stymulacji puchnięcia pęcherzyków aż 
do ich rozerwania. Wykazano, że większość cząstek VacA, 
dostarczonych do komórki, pozostaje związana z błonami 
wakuol, zaś pewna frakcja ulega translokacji do cytosolu
[60], Następnie, VacA przemieszcza się do mitochondriów, 
powodując uwalnianie cytochromu c. Apoptyczna aktyw
ność VacA wiąże się z obecnością N-końcowego fragmen
tu białka (p34/p37). Również sama proteina p37 wykazuje 
zdolność do indukcji wypływu cytochromu c z mitochon
drialnej przestrzeni między-błonowej. Podejrzewa się, że 
jest to możliwe dzięki udziałowi VacA p34/p37 w formo
waniu porów na styku wewnętrznej i zewnętrznej błony 
mitochondrialnej [57], W oparciu o zgromadzone dane do
świadczalne zaproponowano, że proapoptyczne działanie 
toksyny może być istotnym elementem strategii bakterii, 
ułatwiającym kolonizacjię niszy ekologicznej, poprzez obni
żenie syntezy HCL w żołądku. Komórki produkujące kwas 
solny zawierają liczne mitochomdria, niezbędne do pom
powania protonów do światła żołądka. Powinny, więc być 
szczególnie wrażliwe na działanie VacA. H. pylori stwarza 
sobie korzystniejsze warunki do kolonizacji tkanek gospo
darza poprzez indukcię apoptozy komórek okładzinowych, 
syntetyzujących kwas solny [60].

Wielu naukowców, analizujących indukowaną przez H. 
pylori apoptozę, zgadza się z poglądem, że VacA jest czyn
nikiem odgrywającym istotną rolę w tym procesie. Istnieją 
jednak liczne teorie sugerujące, iż kluczowe znaczenie w te
go rodzaju śmierci samobójczej pełnią inne białka. Z ob
serwacji Shibayamy i wsp. wynika, że bakterie niezdolne 
do syntezy funkcjonalnego białka, kodowanego przez gen 
HP1118, posiadającego aktywność y-glutamylo transpepty- 
dazy, w znacznym stopniu tracą zdolność do indukcji apop
tozy. Autorzy nie wyjaśniają jednak, w jaki sposób białko
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to zaangażowane jest w proces indukcji apoptozy podczas 
infekcji H. pylori [61].

O udział w indukcji apoptozy podejrzewa się także indu- 
kowalną syntazę tlenku azotu iNOS (ang. inducible nitric oxi
de synthase). Wykazano, że zwiększony poziom iNOS oraz 
powstającego w wyniku jej działania tlenku azotu może 
promować apoptozę w skolonizowanej przez H. pylori ślu
zówce jelit. W wielu badaniach potwierdzono obserwację, 
że infekcja H. pylori powoduje intensyfikację syntezy specy
ficznego mRNA i białka iNOS. Podejrzewa się, że ekspresja 
iNOS jest indukowana przez LPS H. pylori [62, 63], W miej
scu infekcji H. pylori gromadzą się neutrofile i komórki lim- 
foidalne, zdolne do wydzielania cytokin stanu zapalnego. 
Co więcej, występujący podczas infekcji stan zapalny, na 
równi z działaniem samych bakterii, może powodować wy
dzielanie cytokin i innych czynników zapalnych. Uważa się, 
że cytokiny, np. TNF-a, IL-1, IL-2 i INF-y, współaktywują 
proces apoptozy [63]. Mikroorganizny H. pylori są zdolne do 
oddziaływania na komórki, poprzez ścieżkę sygnalizacyjną 
Fas-FasL. Nieznane czynniki bakteryjne modyfikują liczbę 
eksponowanych receptorów Fas oraz regulują sekrecję li
ganda [64], Do aktywacji tej ścieżki przyczynia się również 
wydzielany w rejonie infekcji INF-y mogący zarazem indu
kować zależną od iNOS apoptozę. INF-y powoduje wzmo
żoną syntezę iNOS potęgując apoptyczny wpływ bakterii 
na komórki atakowanego organizmu [63].

WPŁYW H. PYLORI NA APOPTOZĘ INNYCH KOMÓREK

Infekcje H. pylori powodują indukcję śmierć komórek 
różnego typu. Jak dotąd najwięcej badań poświęcano wpły
wowi H. pylori na komórki nabłonkowe, wiadomo jednak, 
że mikroorganizm ten indukuje także apoptozę granulocy- 
tów, limfocytów T i makrofagów. Wywoływana przez H. 
pylori śmierć makrofagów może stanowić ważny element 
modyfikacji odpowiedzi immunologicznej oraz rozwoju 
ogólnoustrojowej infekcji [64], W indukcję apoptozy ma
krofagów zaangażowane jest białko VacA oraz produkt 
jednego z genów PAI -  CagA. Podczas przebiegu tego pro
cesu zaobserwowano aktywacje kaspazy-8, zanikanie nie- 
zaktywowanego białka Bid, wzrost przepuszczalności błon 
mitochondrialnych i uwalnianie cytochromu c do cytosolu. 
Przypuszcza się, iż indukowana przez H. pylori apoptoza 
makrofagów przebiega głównie ścieżką mitochondrialną; 
nie wyklucza się jednak udziału szlaku receptorowego, na 
co może wskazywać aktywacja kaspazy-8 [65].

ANTY APOPTYCZNE DZIAŁANIE H. PYLORI

Odpowiedź na pytanie, czy proliferację komórek w rejo
nie infekcji powoduje sama bakteria, czy też jest ona prze
jawem odpowiedzi organizmu na proapoptyczne działanie 
patogenu, nie jest jednoznaczna. W hamowanie apoptozy, 
podobnie jak w jej aktywację, zaangażowane jest wiele bia
łek. Pozostaje niejasne, na które spośród nich oddziałują 
czynniki bakteryjne. W przytaczanych już wcześniej ba
daniach Zhang i wsp. zaobserwowali wzrost poziomu an- 
tyapoptycznego białka Bcl-2 w tkankach zainfekowanych 
przez H. pylori [56], Z kolei Maeda i wsp. wykazali, że ak
tywacja NF-kB obserwowana w tkankach zakażonych H. 
pylori powoduje inhibicję apoptozy. Aktywowany przez

bakterie NF-kB hamuje obumieranie komórek, poprzez 
stymulacje ekspresji antyapoptycznych białek c-IA Pl i 2
[49], Varro i wsp. donoszą, że H. pylori indukując NF-kB po
woduje pobudzenie inhibitora aktywacji plasminogenu-2, 
który hamuje apoptozę komórek. NF-kB wzmaga także 
sekrecje interleukiny-8 i cyklooksygenazy-2, mogących po
wodować hamowanie apoptozy komórek nie atakowanych 
bezpośrednio przez bakterie [66],

PO D SU M O W A N IE

Wiele patogenów układu pokarmowego wywołuje apop
tozę różnego typu komórek gospodarza. Zarówno patogeny 
zewnątrzkomórkowe (np. Yersinia czy Helicobacter) jak i fa
kultatywnie wewnątrzkomórkowe (np. Salmonella) wypra
cowały szereg strategii, umożliwiających przejęcie kontroli 
nad szlakami sygnalizacyjnymi decydującymi o indukcji 
apoptozy. Znaczenie tych procesów dla patogenezy chorób 
wywoływanych przez każdy z opisywanych mikroorgani
zmów, jest odmienne. Wpływ, jaki Salmonella wywiera na 
procesy życiowe komórek gospodarza zależy nie tylko od ro
dzaju atakowanej tkanki, ale i od fazy wzrostu hodowli bak
teryjnej. W trakcie zakażenia bakteriami Salmonella indukcja 
apoptozy przyczynia się do osłabienia układu immunolo
gicznego gospodarza, poprzez destrukcję komórek żernych. 
Wzbudzany podczas infekcji stan zapalny, powodujący 
werbowanie kolejnych komórek układu odpornościowego, 
nie hamuje rozprzestrzeniania się wewnątrzkomórkowego 
patogenu. Inicjując samobójczą śmierć zainfekowanych ma
krofagów, Salmonella wewnątrz ciałek apoptycznych może 
skutecznie przenosić się do nowych komórek, nie wydosta
jąc się do zewnątrzkomórkowego środowiska. Równocze
śnie w obrębie tkanki epitelialnej Salmonella, najprawdopo
dobniej, może wstrzymywać śmierć komórek, które służą 
jako rezerwuary bakterii. Do aktywacji proapoptycznych 
ścieżek w komórkach makrofagów są także zdolne bakte
rie z rodzaju Yersinia. Mechanizm prowadzący do śmierci 
komórek żernych znacznie różni się od obserwowanego 
podczas infekcji Salmonella obumierania makrofagów. Dla 
patogenu jakim jest Yersinia, kluczowe znaczenie ma hamo
wanie syntezy czynników prozapalnych. Wykorzystywany 
przez komórki Salmonella, nietypowy mechanizm aktywacji 
programu śmierci komórek żernych połączony z wydzie
laniem cytokin, byłby zabójczy dla Yersinia. Funkcja, jaką 
pełni apoptoza w infekcji H. pylori i Yersinia wydaje się być 
podobna. Śmierć komórek epitelialnych indukowana przez 
H. pylori, również pozwala na modyfikowanie otaczające
go środowiska. Poprzez unicestwianie na drodze apoptozy, 
komórek produkujących kwas solny, mikroorganizm dąży 
do osiągnięcia warunków optymalnych do życia i namna- 
żania się. Nie jest jasne, jakie znaczenie dla rozwoju infekcji 
bakteryjnej ma intensyfikacja proliferacji komórek nabłon
kowych. Należy zaznaczyć, że infekcja H. pylori ma cha
rakter chroniczny zakażenie może nastąpić we wczesnym 
dzieciństwie i utrzymywać się przez lata. Oddziaływanie 
patogenu z komórkami gospodarza nie jest jednakowe pod
czas całego okresu infekcji i uzależnione jest od genotypów 
zarówno gospodarza jak i potogenu. Opisane powyżej me
chanizmy oddziaływań między patogenami, a komórkami 
gospodarza potwierdzają teorię, że proces śmierci samobój
czej odgrywa kluczową rolę w rozwoju wielu chorób infek
cyjnych.
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A BSTR A C T
Several pathogenic bacteria are able to trigger apoptosis in the host cell, but the mechanisms by which it occurs differ, and the resulting pa
thology can take different courses. Induction and/or blockage of programmed cell death upon infection is a result of complex interaction of 
bacterial proteins with cellular proteins involved in signal transduction and apoptosis. In this review we focus on pro/anti-apoptotic activities 
exhibited by two enteric pathogens Salmonella enterica, Yersinia spp. and gastric pathogen Helicobacter pylori. We present current knowledge 
on how interaction between mammalian and bacterial cell relates to the molecular pathways of apoptosis, and what is the role of apoptosis 
in pathogenesis.
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ryd, stan zapalny, mediatory zapalne

Wykaz skrótów: BPI -  ang. bactericidal/perme
ability -  increasing protein -  bakteriobójcze biał
ko zwiększające przepuszczalność komórek 
bakteryjnych; CD -  ang. cluster differentiation -  
antygen różnicowania; CETP -  ang. cholesterin 
ester transporting protein -  białko przenoszące 
estry cholesterolu; DIC -  ang. disseminated in- 
travascular coagulation -  rozsiane wykrzepianie 
wewnątrznaczyniowe; HDL -  ang. high density 
lipoprotein -  frakcja lipoprotein o wysokiej gę
stości; II -  interleukina; IFN-y -  interferon y; 
Kdo -  kwas 2 -  keto -  3 -  deoksyoktonowy; LBP
-  ang. LPS binding protein -  białko wiążące LPS; 
LDL -  ang. low density lipoprotein -  frakcja lipo
protein o niskiej gęstości; LPS - lipopolisacha- 
ryd; NK -ang. natural killer -  naturalna komór
ka cytotoksyczna; NO' -  rodnik tlenku azotu; 
PAF -  ang. platelet activating factor -  czynnik 
aktywujący płytki; PLTP -  ang. phospholipid 
transporting protein -  białko przenoszące fos
folipidy; TLR -  ang. toll-like receptor -  receptor 
typu Toll; TNF-a -  ang. tumor necrosis factor-a
-  czynnik martwicy nowotworu; VLDL -  ang. 
very low density lipoprotein -  frakcja lipoprotein 
o bardzo niskiej gęstości

STR ESZC ZEN IE

Lipopolisacharyd (LPS) jest głównym składnikiem błony zewnętrznej ściany komórkowej 
bakterii gramujemnych, chroniącym je przed działaniem czynników anty bakteryjnych. 

Jest heteropolimerem zbudowanym z części hydrofobowej, tzw. lipidu A oraz z hydrofilo- 
wego łańcucha cukrowego. Uwalniane w wyniku lizy komórki bakteryjnej cząsteczki LPS 
mają zdolność aktywowania układu immunologicznego makroorganizmu poprzez stymula
cję monocytów, makrofagów, granulocytów, a także płytek krwi i komórek śródbłonka. LPS 
posiada zdolność wiązania się z białkami osocza i tworzenia kompleksów, które wzmagają 
toksyczność LPS i zwiększają jego powinowactwo do receptorów komórkowych. W wyniku 
aktywacji komórek układu immunologicznego dochodzi do uwalniania mediatorów zapal
nych, cytokin, chemokin, enzymów, eikozanoidów, cząsteczek adhezyjnych i wolnych rod
ników, które mają wpływ na rozwój reakcji zapalnych i powodują zmiany patofizjologiczne, 
m.in. szok septyczny.

W PR O W A D Z EN IE

Endotoksyny (lipopolisacharydy, LPS) odpowiedzialne za patogenność bak
terii gramujemnych, stanowią charakterystyczny składnik ściany komórkowej 
tych bakterii [1]. Ściana komórkowa bakterii gramujemnych wykazuje specyficz
ne własności funkcjonalne i strukturalne, których nie wykazują osłony zewną- 
trzkomórkowe żadnych innych organizmów [1, 2]. Zbudowana jest z cienkiej 
warstwy peptydo-glikanowej oraz zewnętrznej błony białkowo-lipidowej. Bło
na ta stanowi zewnętrzną barierę fizyczną, efektywnie ograniczającą wnikanie 
do komórki antybiotyków i warunkuje specyficzność ściany komórkowej bak
terii gramujemnych [1, 3]. Dwu warstwa lipidowa wykazuje całkowicie asyme
tryczną, rzadko spotykaną w naturze strukturę chemiczną, gdyż jej zewnętrzną 
warstwę stanowi głównie lipopolisacharyd [2] (Rys. 1).

B U D O W A  LIPO PO LISA C H A R YD U

Wszystkie endotoksyny pochodzące z różnorodnych rodzajów bakterii gra
mujemnych, stanowią modyfikacje cząsteczki o określonej strukturze przedsta
wionej na Rys. 1. LPS jest heteropolimerem złożonym z części hydrofobowej 
zwanej lipidem A i z kowalencyjnie związanego z nim hydrofilowego hetero- 
polisacharydu. Dzięki ścisłemu połączeniu lipidu A z innymi składnikami dwu- 
warstwy lipidowej, lipopolisacharyd jest integralną częścią ściany komórkowej 
bakterii gramujemnych [4]. W budowie LPS wyróżnić można trzy zasadnicze, 
oddzielnie syntetyzowane części: wysoce konserwatywną część lipidową -  lipid 
A, region korowy o względnej zmienności będący heterooligosacharydem oraz 
fragment o wysokiej zmienności, tzw. łańcuch O-specyficzny (O-swoisty, anty- 
gen-O) złożony z powtarzających się jednostek oligosacharydowych [4-6], Lipid 
A lipopolisacharydu bakterii z rodziny Enterobacteriaceae zbudowany jest z hy
drofilowego rdzenia, który stanowi disacharyd, zwykle glukozamino-glukoza- 
minowy (3-GlcN-(l-6)-a-D-GlcN podstawiony dwiema resztami fosforanowymi 
przypadającymi po jednej na każdy monosacharyd -  w pozycjach l(G lcN  I) i 4' 
(GlcN II) oraz acylowany czterema resztami minimum 12-węglowych kwasów 
tłuszczowych w pozycjach 2, 3, 2', 3' [1, 5]. Natywne lipopolisacharydy bakterii 
z rodziny Enterobacteriaceae charakteryzują się asymetrycznym ułożeniem reszt 
kwasów tłuszczowych typu 4 + 2 lub 4 + 3. Takie podstawienie rdzenia lipi
dowego warunkuje dużą toksyczność LPS tych bakterii [7], Pomimo znacznej 
konserwatywności lipidy A bakterii gramujemnych różnią się między sobą ro
dzajem cukrów, wzorem podstawienia kwasów tłuszczowych oraz długością 
ich łańcuchów. Nawet wśród stosunkowo bliskich filogenetycznie bakterii nale
żących do Enterobacteriaceae znaleziono różnice w budowie lipidu A [7],

Lipid A łączy się z częścią polisacharydową poprzez kowalencyjne kwasola- 
bilne wiązanie a-ketozydowe między glukozaminą (pozycja 6') i resztą kwasu
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Rysunek 1. Schem at przekroju poprzecznego ściany kom órkowej bakterii gra- 
mujem nych. W  zew nętrznej błonie ściany komórkowej znajdują się cząsteczki en- 
dotoksyn (lipopolisacharyd, LPS), których obecność jest cechą charakterystyczną 
bakterii gram ujemnych. W budow any w dwuwarstwę lipidową, poprzez swój 
lipid A, LPS stanowi integralny składnik ściany komórki bakteryjnej. W szystkie 
lipopolisacharydy stanowią m odyfikację tej samej cząsteczki, której ogólny plan 
budow y przedstawia schem atycznie zaznaczony wycinek. W  cząsteczce LPS w y
różnić można rejon hydrofobow y, tzw. lipid A, oraz rejon hydrofilowy złożony 
z rdzenia cukrowego i ze swoistego łańcucha polisacharydowego.

Kdo (2-keto-3-deoksyoktonowego, zwanego także kwasem 
3-deoksy-D-manno-2-oktulozonowym) o wzorze sumarycz
nym COOH-CO-CH2-(CHOH)4-CH2OH [8], Bezpośrednio 
z lipidem połączony jest oligosacharyd rdzeniowy, w któ
rym wyróżnia się region wewnętrzny i region zewnętrzny. 
Wewnętrzny oligosacharyd rdzeniowy, leżący proksymalnie 
w stosunku do lipidu A, zawiera oprócz reszt kwasu Kdo róż
nego typu heptozy, stąd też nosi nazwę regionu heptozowe- 
go. Dodatkowo, do składników tych, zwykle w ilościach nie 
stechiometrycznych dołączone są: fosforan, pirofosforan, fos- 
foryloetanolamina i pirofosforyloetanolamina [6], Obecność 
wewnętrznego regionu rdzenia cukrowego jest niezbędna 
do życia komórek bakteryjnych. Szczególną rolę odgrywają 
tu reszty kwasu Kdo. Nie udało się wyizolować mutantów, 
które nie zawierałyby tych reszt. Lipid A z dwiema resztami 
Kdo, niekiedy z jedną ufosforylowaną lub podstawioną kwa
sem uronowym stanowi minimalny fragment LPS niezbędny 
do życia bakterii gramujemnych [2,4,7], W części rdzeniowej 
oligosacharyd u, oprócz fragmentu wewnętrznego, wyróżnio
no region zewnętrzny, który ze względu na obecność w nim 
6-węglowych cukrów, nosi nazwę regionu heksozowego [2, 
6], Kompletny fragment oligosacharydu rdzeniowego może

zawierać do 12 reszt monosacharydowych [7], Przypuszcza 
się, iż cały oligosacharyd rdzeniowy wykazuje modulujący 
wpływ na właściwości części lipidowej uznawanej za cen
trum aktywne LPS, np. poprzez zmianę płynności łańcu
chów kwasów tłuszczowych lipidu A [4, 7, 8]. Zewnętrzny 
region oligosacharydu rdzeniowego połączony jest z częścią 
O-swoistą lipopolisacharydu. Łańcuch O-swoisty stanowi 
dystalną część LPS skierowaną do środowiska zewnętrznego
1 wystającą nawet do 9,6 nm poza ścianę komórki bakteryjnej. 
Jest to heteropolisacharyd zbudowany z reszt cukrowych (od
2 do 8) tworzących tzw. jednostki powtarzające się [6], Oli- 
gosacharydy O-swoiste poszczególnych rodzajów bakterii 
wykazują ogromną różnorodność strukturalną, różniąc się 
zarówno typem występujących monosacharydów, jak i cał
kowitą długością łańcuchów [4], W łańcuchach tych mogą 
występować też składniki niecukrowe, np. lizyna, alanina, 
fosfoetanolamina [9], Charakteryzujący się ogromną zmien
nością region O-specyficzny decyduje o swoistości antygeno
wej bakterii [1, 3, 4], O-swoiste łańcuchy polisacharydowe są 
odpowiedzialne za indukowanie limfocytów B do produkcji 
specyficznych przeciwciał antybakteryjnych oraz za aktywa
cję układu dopełniacza [8,10],

Zarówno kompletna cząsteczka LPS, jak i sam lipid A, za
wierają polarne składniki hydrofilowe takie jak kwas Kdo, 
kwasy uronowe czy reszty fosforanowe oraz hydrofobowe, 
apolarne łańcuchy kwasów tłuszczowych [2, 4, 6], co powo
duje, iż są one amfifilowymi cząsteczkami w środowisku 
wodnym tworzącymi agregaty powyżej tzw. krytycznego 
stężenia. Struktura agregatów jest zależna nie tylko od skła
du chemicznego i konformacji przestrzennej LPS, ale także 
od warunków środowiska: pH, temperatury oraz stężenia 
jedno- i dwu wartościowych kationów [2], Stopień i forma 
agregatów, jakie tworzą cząsteczki lipopolisacharydów 
w roztworach wodnych odgrywa ogromną rolę w aktywno
ści biologicznej LPS [11, 12], Najnowsze badania wykazały, 
że agregaty LPS charakteryzują się znacznie wyższą aktyw
nością biologiczną [11] niż monomeryczna niezagregowana 
postać LPS, uznawana do niedawna za jedyną czynną biolo
gicznie postać LPS [12]. Zmiany temperatury i pH środowi
ska oraz obecność jonów Ca+2 i Mg+2 mają istotny wpływ na 
toksyczne właściwości LPS [2], Tworzenie oddziaływań elek
trostatycznych pomiędzy kationami tych metali i kwasowy
mi grupami LPS wzmaga powstawanie kamieni w przewo
dach moczowych zakażonego organizmu [13], Trójwymiaro
we struktury agregatów LPS to formy micelarne, lamelarne, 
heksagonalne, nielamelarne sześciany lub odwrócone formy 
heksagonalne [2, 5], W wyniku podwyższenia temperatury 
struktury te przechodzą z formy żelu p do aktywnej formy 
ciekło-krystalicznej a. Przejście fazowe p—>a wiąże się ze 
zwiększeniem płynności łańcuchów kwasów tłuszczowych 
i zachodzi przy określonej temperaturze zwanej tempera
turą przejścia fazowego [2, 5] zależną od długości i stop
nia nasycenia reszt kwasów tłuszczowych oraz od gęstości 
i rozmieszczenia ładunków w regionie hydrofobowym [2], 
Większą aktywność biologiczną wykazują lipopolisachary
dy o niższej temperaturze przejścia fazowego [7], Interakcje 
molekuł LPS z humoralnymi i komórkowymi czynnikami 
gospodarza charakteryzują się wysoką specyficznością i za
leżą nie tylko od pierwszorzędowej struktury chemicznej, ale 
także od supramolekularnej struktury cząstek LPS [14],
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BIO LO G IC ZN A  A K TYW N O ŚĆ  
LIPO PO LISA C H A R Y D U  BA KTERII

Cząsteczki lipopolisacharydu tworząc osłonę na po
wierzchni wytwarzających je bakterii utrudniają wnikanie 
antybiotyków do wnętrza komórki bakteryjnej, chronią bło
nę cytoplazmatyczną mikroorganizmów przed działaniem 
zaktywowanego dopełniacza oraz stanowią ochronę bakte
rii przed komórkami żernymi makroorganizmu [6]. Śmierć 
komórki bakteryjnej i liza, wywołane np. stosowaniem leku, 
pozwalają na uwolnienie LPS ze ściany komórkowej bakterii 
i wzmagają jego toksyczne działanie [14, 15]. Endotoksyny 
bakterii gramujemnych są jednym z głównych antygenów 
powierzchniowych, które odpowiadają za powstawanie 
przeciwciał antybakteryjnych w zakażonym makroorgani- 
zmie [14,16]. Dostające się do organizmu endotoksyny zdol
ne są do indukowania zarówno fizjologicznych jak i morfo
logicznych zmian w wielu tkankach. Działanie LPS zależy 
od gatunku zakażonego makroorganizmu oraz od rodzaju 
endotoksyny i może obejmować zarówno odczyn uogólnio
ny jak i miejscowy [15, 17]. Cząsteczki lipopolisacharydów 
są odpowiedzialne za zaburzenia homeostazy organizmów 
gospodarza prowadzące do szoku septycznego. Do nega
tywnych skutków działania LPS należą: trombocytopenia, 
hiperglikemia, leukopenia z następującą leukocytozą, nad
ciśnienie płucne, obniżenie ciśnienia krwi, krwawienia oraz 
powstawanie zakrzepów, indukowanie szoku septycznego 
związanego z zaburzeniami krążenia, prowadzące do po
wstania DIC i do nieprawidłowego funkcjonowania narzą
dów całego ciała, a w konsekwencji do śmierci [18-20], Zaka
żenia spowodowane przez bakterie gramujemne, związane 
z powstaniem szoku septycznego, stanowią ok. 40 % wszyst
kich infekcji populacji ludzkiej [16], z czego prawie połowa 
prowadzi do śmierci [21].

bazofile i płytki krwi do produkcji cytokin zapalnych, powo
duje tzw. wybuch tlenowy neutrofilów i uwalnianie wolnych 
rodników oraz wydzielanie przez płytki krwi serotoniny 
i histaminy [27, 28]. Bez udziału mediatorów zapalnych LPS 
uczestniczy w procesach krzepnięcia krwi [29]. W układzie 
krzepnięcia LPS aktywuje czynnik XII, natomiast uwalniając 
z monocytów i komórek śródbłonka czynnik tkankowy rów
nież może inicjować kaskadę krzepnięcia krwi [30, 31].

U D ZIA Ł M ED IA T O R Ó W  ZA PA LN Y C H  O RA Z BIA ŁEK  
W IĄ Ż Ą C Y C H  W  BIO LO G IC ZN EJ A K TYW N O ŚC I LPS

Objawy szoku septycznego są skutkiem aktywacji mono
cytów, makrofagów, i granulocytów związanej z wydziela
niem przez te komórki cząsteczek przekaźnikowych zwa-

Toksyczne działanie LPS związane jest przede wszystkim 
ze stymulacją immunologicznie kompetentnych komórek ma
kroorganizmu do produkcji mediatorów zapalnych uczest
niczących w kaskadzie procesów prowadzących do sepsy 
i szoku septycznego (Rys. 2) [17,21], Mediatory uwalniane są 
w wyniku oddziaływania LPS z komórkami fagocytarnymi, 
komórkami śródbłonka naczyń krwionośnych oraz z płytka
mi krwi [16,22,23], Do komórek aktywowanych przez endo- 
toksynę należą głównie makrofagi, monocyty i granulocyty. 
Mediatory zapalne, wydzielane przez te komórki, wywołują 
i wzmacniają swoistą i nieswoistą odpowiedź immunolo
giczną gospodarza [16, 23], Lipopolisacharyd wykazuje tak
że aktywność mitogenną wobec limfocytów B. Jako antygen 
grasiczoniezależny wzmaga m.in. aktywność komórek NK 
(ang. natural killer) wobec komórek nowotworowych [24], 
Działa również na leukocyty obojętnochłonne i zasadochłon- 
ne, uwalniając z nich PAF [25,26]. LPS ma także zdolność ak
tywowania klasycznej drogi dopełniacza poprzez bezpośred
nie wiązanie lipidu A z czynnikiem C l, a także przez kom
pleks LPS-przeciwciało. Ponadto, zupełnie niezależnie, LPS 
może aktywować alternatywną drogę dopełniacza poprzez 
swój łańcuch O-swoisty oraz rdzeniową część polisacharydu 
[8,10]. Uruchomienie kaskady dopełniacza przez LPS powo
duje aktywację czynnika C5, który jako aktywna anafilatok- 
syna C5a stymuluje serię reakcji zapalnych prowadzących 
do uszkodzenia naczyń krwionośnych i wzrostu ich prze
puszczalności. C5a również aktywuje neutrofile, makrofagi,

Rysunek 2. Praw dopodobne m echanizm y aktywacji kom órek przez cząsteczki 
endotoksyn. I. Krążący w e krwi LPS w iąże się z białkiem  LBP, a pow stały kom 
pleks przyłącza się do receptora CD14 powodując aktywację kom órek CD14-po- 
zytywnych. II. Przyłączenie kom pleksu LPS-LBP nie jest wystarczające do trans- 
dukcji sygnału, która następuje dopiero po przeniesieniu cząsteczki LPS na inny 
receptor (np. typu Toll). III. M ożliwa jest również aktywacja kom órek gospodarza 
poprzez przyłączenie LPS do innych receptorów obecnych na ich pow ierzchni. 
Przekazyw anie sygnału i aktywacja komórek przez LPS prowadzi do w ytw o
rzenia m ediatorów zapalnych (białka, wolne rodniki, lipidy). W raz z rozwojem  
reakcji zapalnych w zrasta poziom mediatorów zapalnych. Uw alniane w  niew iel
kich ilościach związki powodują efekty pożyteczne pobudzając układ im m uno
logiczny. Ich wzm ożona produkcja daje jednak efekty szkodliwe prow adzące do 
w strząsu septycznego.
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nych mediatorami zapalnymi. Mediatorami mogą być takie 
związki chemiczne jak: peptydy, białka (cytokiny, enzymy), 
lipidy (eikozanoidy) oraz wolne rodniki. Działają one jed
nocześnie lub w odpowiedniej sekwencji wywołując szereg 
różnorodnych efektów biologicznych. Mediatory uczest
niczą w aktywności biologicznej LPS działając lokalnie 
w miejscu uwolnienia lub rozprzestrzeniając się wraz z krą
żącą krwią [32-35], Do cytokin prozapalnych wydzielanych 
przez pobudzone endotoksyną komórki należą: interleuki- 
ny (IL-1, IL-6, IL-8), interferon y (IFN-y) i czynnik martwicy 
nowotworu TNF-a uważany za najważniejszy czynnik za
palny odpowiedzialny za rozwój ostrych reakcji zapalnych 
w szoku septycznym [23, 34], Cytokiny, związki o budowie 
polipeptydów lub glikopolipeptydów uwalniane w trakcie 
infekcji powodują podwyższenie temperatury ciała, senność 
i jadłowstręt, a także schorzenia immunologiczne i procesy 
nowotworowe [17, 35]. Wykazują właściwości chemotak- 
tyczne względem monocytów, makrofagów i neutrofilów 
oraz wzmagają cytotoksyczność tych komórek. Wywołują 
także degranulację komórek fagocytarnych i uwalnianie 
enzymów proteolitycznych oraz generują syntezę wolnych 
rodników tlenowych [36]. Działanie cytokin na śródbłonek 
powoduje wzrost jego przepuszczalności i aktywuje ka
skadę krzepnięcia [17], Cytokiny hamują również fibryno- 
lizę poprzez obniżenie ekspresji tkankowego aktywatora 
plazminogenu oraz wzmożenie syntezy jego inhibitorów. 
Odpowiedzialne są również za adhezję limfocytów, mono
cytów i neutrofilów do komórek śródbłonka naczyń [17], 
Oddziałując ze śródbłonkiem cytokiny stymulują produkcję 
PAF, co ma znaczącą rolę w indukowaniu szoku septyczne- 
go [37, 38]. W wyniku działania endotoksyny PAF uwalnia
ny jest z licznych komórek gospodarza: neutrofilów, makro
fagów, komórek śródbłonka naczyń i z płytek. Uwalnianie 
związane jest zarówno z bezpośrednim działaniem LPS na 
wymienione komórki, jak i z ich pośrednią stymulacją przez 
wydzielane w czasie zapalenia mediatory zapalne, głównie 
TNF-a i IL-1 [37, 39, 40], Działając poprzez specyficzny re
ceptor należący do receptorów metabotropowych (serpen
tynowych), PAF może funkcjonować jako mediator zewną- 
trzkomórkowy, odpowiedzialny za przekazywanie sygnału 
pomiędzy komórkami, lub też może działać jako przekaź
nik wewnątrzkomórkowy [41], Uczestniczy w patogenezie 
zapalenia, w szoku wywołanym działaniem endotoksyn 
i w uszkodzeniu tkanek indukowanym zarówno LPS, jak 
i TNF-a [38, 42]. Powoduje także spadek ciśnienia krwi 
i zmniejszenie liczby płytek (poprzez wywołanie agregacji 
płytek) [43], Wraz z TNF-a, interleukinami prozapalnymi 
i trombiną, PAF wzmaga adhezję neutrofilów do śródbłon
ka naczyń krwionośnych, co ma istotne znaczenie w ostrych 
stanach zapalnych [44], PAF wykazuje zdolność do wy
twarzania anionorodnika ponadtlenkowego w komórkach 
fagocytarnych. Działając na monocyty, PAF podobnie jak 
TN F-a i IFN-y, powoduje długotrwałe utrzymywanie się 
wysokiego stężenia reaktywnych form tlenu [44], PAF jest 
silnym agonistą zarówno płytek krwi jak i neutrofilów. 
Uczestniczy w powstawaniu lipidowych czynników za
palnych stymulując syntezę eikozanoidów: prostaglandyn, 
prostacykliny, tromboksanu Â , leukotrienów, kwasów 
epoksy- i hydroksyeikozatetraenowych oraz lipoksyn [38, 
45], Będące tlenowymi pochodnymi kwasu arachidonowe- 
go eikozanoidy powstają w wyniku przemian enzymatycz

nych na drodze zależnej od lipooksygenazy lub cyklook- 
sygenazy i są silnymi lipidowymi mediatorami zapalnymi 
[45-47], Główną rolę odgrywają prostaglandyny, głównie 
prostaglandyna E, oraz prostacyklina, które wskutek wła
ściwości rozszerzających naczynia krwionośne powodują 
zwiększenie dopływu krwi do miejsca zapalenia i przyczy
niają się do wysięku w ognisku zapalnym. Przypuszcza się, 
że prostaglandyny szeregu E wzmagają działanie histami
ny i bradykininy potęgując ból i powodując gorączkę [48]. 
Lipopolisacharyd jest zdolny do wytwarzania reaktywnych 
form tlenu oraz wolnych rodników: anionorodnika po
nadtlenkowego O/', rodnika hydroksylowego OH", a tak
że tlenku azotu NO" i H90 2 [33, 49], Te wysoce reaktywne 
cząsteczki powstają natychmiast po zadziałaniu toksyny 
i jako przekaźniki sygnału pełnią rolę mediatorów zapal
nych [33], Zdolne są także do zwalczania drobnoustrojów 
wnikających do komórek gospodarza. Jednak powstawanie 
dużych ilości wolnych rodników tlenowych prowadzi do 
przesunięcia równowagi reakcji red-ox i może powodować 
znaczne uszkodzenia komórek organizmu [17,50]. Ważnym 
czynnikiem zapalenia jest indukowany w wyniku działania 
LPS rodnik tlenku azotu N O’ syntetyzowany przez wiele 
rodzajów komórek: makrofagi, komórki śródbłonka, fibro- 
blasty, komórki mięśni gładkich, płytki krwi i neurony. Jest 
on ściśle zaangażowany w patogenezę szoku septycznego 
wywołanego działaniem LPS [32]. NO' jest wielofunkcyj
nym, wysoce reaktywnym związkiem endogennym, który 
działając miejscowo, przejściowo rozszerza naczynia krwio
nośne (jest wazodilatorem), hamuje agregację i adhezję pły
tek krwi, indukuje proliferację limfocytów i komórek mięśni 
gładkich oraz wywołuje chemotaksję neutrofilów. Niedobór 
NO" prowadzi do agregacji płytek krwi i powstawania za
krzepów naczyniowych [51-53]. Konstytutywne formy syn- 
tazy NO" odpowiedzialne są za niskie stężenia tego rodnika 
i odpowiedzialne są za utrzymanie prawidłowych fizjolo
gicznych warunków przepływu i ciśnienia krwi, agregacji 
płytek i neurotransmisji [51,52], Ekspresja indukowanej izo- 
formy enzymu zawsze związana jest z aktywacją komórek 
przez czynniki immunologiczne. Powstający wskutek tego 
rodnik tlenku azotu zaangażowany jest w cytostatyczny lub 
cytotoksyczny mechanizm obronny skierowany przeciwko 
komórkom nowotworowym lub wnikającym do organizmu 
drobnoustrojom [51, 52], N O’ uczestniczy w zwalczaniu 
bakterii, grzybów, pierwotniaków, komórek nowotworo
wych, a nawet wielokomórkowych pasożytów, ale uwalnia
ny w dużych ilościach podczas zakażenia, działa toksycznie 
nie tylko na patogeny, ale także na komórki gospodarza [7, 
17], Lipopolisacharyd wzmaga ekspresję indukowanej izo- 
formy syntazy powodując nadprodukcję NO", co prowadzi 
do zaburzenia homeostazy organizmu. Wzrost stężenia 
NO" w odpowiedzi na działanie LPS ma implikacje w im
munologicznych stanach patologicznych takich jak np. reu
matoidalne zapalenie stawów [20].

Uruchomienie całej kaskady mechanizmów obronnych 
uczestniczących w procesach zapalnych, w wyniku inte
rakcji cząsteczek LPS z komórkami gospodarza, jest modu
lowane przy udziale licznych białek obecnych we krwi i w 
tkankach organizmów gospodarza [15, 54],

Pierwsze badania dotyczące mechanizmu oddziaływania 
cząsteczek lipopolisacharydu z komórkami układu immu
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nologicznego wykazały, że LPS działa na komórki poprzez 
specyficzny receptor CD14 [55] (Rys. 2). Jest to glikoproteina 
o masie cząsteczkowej 55 kDa, która występuje w dwóch 
formach: (mCD14) w postaci związanej z błoną komórko
wą poprzez fosfatydyloinozytol (obecna na makrofagach, 
monocytach i granulocytach) oraz w formie rozpuszczalnej 
(sCD14) obecnej w osoczu w stężeniu ok. 2 - 6  gg/ml [56, 
57], Rola, jaką odgrywa ten antygen w przekazywaniu sy
gnału nie jest jeszcze całkowicie wyjaśniona. Wiązanie LPS 
z receptorem CD14 może być warunkiem niezbędnym, ale 
nie wiadomo czy wystarczającym do aktywacji większości 
komórek uczestniczących w patogenezie zakażenia, przy
najmniej przy niskich stężeniach endotoksyny [58]. Główną 
funkcją receptora CD14 może być wiązanie cząsteczek LPS, a 
następnie przenoszenie ich na kolejny receptor odpowiedzi
alny za indukcję sygnału [59], W ten sposób receptor CD14 
jest zaangażowany w produkcję cytokin zapalnych induko
waną LPS, która jest blokowana poprzez przeciwciała anty- 
-CD14, a także w syntezę PAF, tromboksanu A2, N O', pro- 
staglandyn, leukotrienów i rodników tlenowych [58], Nie 
określono jeszcze jednoznacznie jak zachowuje się receptor 
CD14 po przyłączeniu lipopolisacharydu, jednak cząsteczka 
CD14 pozbawiona domeny wewnątrzkomórkowej musi za
wierać sekwencję konieczną dla przekazania sygnału do ko- 
receptorów odpowiedzialnych za aktywację komórek [60]. 
Wiadomo, że receptor CD14 nie wiąże samej cząsteczki LPS, 
ale jej kompleks z krążącym we krwi białkiem LBP wiążą
cym LPS [61, 62]. LBP jest białkiem ostrej fazy syntetyzowa
nym w wątrobie. W stanach zapalnych jego poziom wzrasta 
w surowicy ponad 10-krotnie. LBP jest glikoproteiną oso- 
czową (60 kDa), która wiążąc się z lipidem A lipopolisacha
rydu tworzy kompleks LPS-LBP o dużym powinowactwie 
do receptora CD14. Będąc koligandem dla LPS, białko LBP 
wzmaga od 100 do ponad 1000-krotnie odpowiedź komórek 
zawierających antygen CD14 na działanie endotoksyny [15, 
63], LBP pełni istotną funkcję w transporcie lipopolisacha
rydu we krwi [61, 63, 64]. Tworząc kompleks z LBP endo- 
toksyna jest dostępna zarówno dla błonowej jak i rozpusz
czalnej formy receptora CD14 [65]. W tym ostatnim przy
padku wiązanie LPS z LBP nie jest niezbędne, ale powstanie 
takiego kompleksu znacznie przyspiesza reakcję komórek 
pozbawionych receptora mCD14 na niskie stężenia LPS [37, 
66], Rozpuszczalna forma receptora jest odpowiedzialna 
za zdolność endotoksyny do aktywowania komórek, które 
nie mają błonowego receptora CD14 [65, 66], Powstający 
kompleks LPS-LBP-CD14 oddziałuje z receptorami typu 
Toll oraz z innymi białkami regulatorowymi prowadząc do 
przekazywania sygnału i aktywacji komórek [65], Białko 
LBP, wykazując zdolność wiązania i transportu LPS, uczest
niczy także w interakcji LPS z cząstkami lipoprotein oso
cza VLDL, LDL, HDL [63], Do rodziny białek osoczowych 
przenoszących lipidy zaliczane są również: bakteriobójcze 
białko zwiększające przepuszczalność bakterii (BPI), białko 
przenoszące estry cholesterolu (CETP) oraz białko przeno
szące fosfolipidy (PLTP) [64, 67]. Białka te charakteryzują 
się powinowactwem do substratów lipidowych. W osoczu 
krwi są zasocjowane z HDL oraz z VLDL [67, 68], Wszyst
kie wymienione białka charakteryzują się wysoką homolo- 
gią sekwencji, co pozwala przypuszczać, że są zdolne do 
wiązania i przenoszenia lipopolisacharydu [64, 67], Oprócz 
LBP najlepiej poznane jest kationowe białko BPI (55 kDa),

obecne w azurofilowych ziarnistościach dojrzałych neutro- 
filów [64], Wiąże ono LPS z większym powinowactwem niż 
LBP dając przy tym kompleks, który nie stymuluje komó
rek poprzez żadną z form receptora CD14. Asocjacja biał
ka BPI z LPS hamuje toksyczną aktywność endotoksyny 
ograniczając możliwość tworzenia reaktywnego kompleksu 
LPS-LBP, przez co chroni organizm gospodarza przed roz
wojem reakcji zapalnych w sepsie [69, 70]. Zdolność inakty- 
wacji LPS poprzez wiązanie się z nim i tworzenie komplek
sów wykazują także inne białka: składnik dopełniacza Clq 
[10], laktoferyna [61], albumina [71], lizozym [72], a także 
wszystkie frakcje lipoprotein osoczowych VLDL, LDL, HDL 
[73], Łącząc się z LPS białka te ograniczają oddziaływanie 
endotoksyny z komórkami immunologicznie kompetentny
mi i przez to ograniczają jej aktywność biologiczną [61, 74], 
Najlepiej opisana jest interakcja LPS z lizozymem, enzymem 
występującym w ziarnistościach neutrofilów, monocytów 
i makrofagów, a także w większości płynów tkankowych 
i wykazującym silne działanie przeciwbakteryjne poprzez 
niszczenie ściany komórkowej bakterii, głównie bakterii 
gramdodatnich, pozbawionych zewnętrznej błony komór
kowej. Powstawanie kompleksu lizozym-LPS hamuje syn
tezę mediatorów zapalnych: TNF-a, IL-1, IL-6. Lizozym 
wiąże się zarówno z LPS, jak i z samym lipidem A. Przyłą
czanie lizozymu do LPS odbywa się poprzez hydrofobowe 
oddziaływanie z lipidem A i prowadzi nie tylko do neutra
lizacji immunostymulujących właściwości LPS, ale także do 
hamowania enzymatycznej aktywności lizozymu [72], Po
dobnie, poprzez lipid A LPS wiąże się z albuminą, jednak 
to połączenie nie ogranicza szerokiego spektrum działania 
endotoksyny. Można przypuszczać, że albumina ułatwia 
jedynie transport LPS we krwi [71]. We krwi makroorgani- 
zmu znajdują się także białka, które wiążąc się z LPS wzma
gają jego biologiczną aktywność. Główną rolę pełni opisane 
wcześniej białko LBP. Podobne właściwości wykazuje rów
nież hemoglobina, która uwalniana do krwioobiegu w wy
niku hemolizy erytrocytów, wywołanej zakażeniem bakte
riami gramujemnymi, oddziałuje z endotoksyną wzmagając 
jej patologiczne właściwości. Oddziaływanie hemoglobiny 
z LPS prowadzi do zmiany właściwości fizycznych endo
toksyny i powstania trwałych kompleksów z hemoglobiną. 
Hemoglobina moduluje toksyczność LPS, poprzez dezagre- 
gację agregatów lipopolisacharydowych i dostarczanie jego 
monomerów do komórek wiążących LPS. Poprzez zmniej
szenie stopnia agregacji cząsteczek zostaje obniżona masa 
cząsteczkowa i gęstość endotoksyny, przez co LPS staje się 
lepiej rozpuszczalny. Nie jest wykluczone, że hemoglobina, 
oprócz dezagregacji LPS, może powodować chemiczną mo
dyfikację cząsteczek lipopolisacharydu [75]. Hemoglobina 
uczestniczy w interakcji LPS z komórkami śródbłonka, co 
wzmaga (nawet 10-krotnie) indukowaną w tej tkance przez 
endotoksynę produkcję czynnika tkankowego biorącego 
udział w procesie krzepnięcia [75]. Wykazano również, 
że hemoglobina powoduje wzrost produkcji TNF-a przez 
monocyty aktywowane endotoksyną [76],

Wśród białek wykazujących zdolność wiązania LPS znaj
dują się także niektóre receptory komórkowe, inne niż anty
gen CD14 (Rys. 2). Należą do nich przede wszystkim odkryte 
i dokładnie opisane w ciągu ostatnich kilku lat receptory 
typu Toll: TLR2 i TLR4 [77] Inne receptory uczestniczące w 
wiązaniu LPS to przypuszczalnie: receptor PAF [78], inte-
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gryny z podjednostką (3, [79], białko 73 kDa [80] oraz selektyny 
[81]. Sugeruje się, że przyłączenie LPS do receptora PAF odpo
wiedzialne jest za przekazywanie sygnału i powoduje wzrost 
wewnątrzkomórkowego stężenia jonów Ca+2 w różnego typu 
komórkach, np. w makrofagach, neutrofilach, czy w płytkach 
krwi powodując ich aktywację oraz wzmaga agregację płytek. 
Efekty te są blokowane poprzez inhibitory receptora PAF. An
tagoniści receptora PAF nie powodują jednak zahamowania 
syntezy TNF-a ani produkcji anionorodnika ponadtlenkowe- 
go. Można zatem przypuszczać, że istnieją przynajmniej dwie 
różne drogi aktywacji komórek przez endotoksynę, z których 
jedna związana jest z receptorem PAF i może odgrywać istotną 
rolę w powstawaniu zakrzepów w trakcie zakażenia, podczas 
gdy druga jest niezależna od receptora PAF i przekazywania 
sygnału z udziałem jonów Ca+2 [78].

Do glikoprotein z rodziny integryn [/ wiążących LPS na
leżą receptory CDlla/CD18, CDllb/CD18 i CDllc/CD18 
obecne na neutrofilach, makrofagach i monocytach [79], LPS 
oddziałując z tymi receptorami nie indukuje wprawdzie syn
tezy cytokin, ale stymuluje aktywację fosfolipazy C, powo
duje wzrost wewnątrzkomórkowego stężenia jonów wapnia 
i aktywuje kinazy białkowe, których stymulacja prowadzi do 
aktywacji czynnika jądrowego RB [79, 80]. Czynnik jądrowy 
kB zlokalizowany jest w cytoplazmie, gdzie tworzy kompleks 
z jednostką inhibitorową IRB. W wyniku aktywacji komórek 
przez endotoksynę, w której uczestniczyć mogą różne recep
tory komórkowe, następuje usunięcie inhibitora i natychmia
stowe przeniesienie czynnika kB do jądra. Działający w jądrze 
czynnik KB powoduje transkrypcję wielu genów związanych 
z układem odpomościoowym, np. genów kodujących cyto- 
kiny [82]. Intensywne badania nad molekularnymi mecha
nizmami przekazywania sygnału indukowanego przez LPS 
doprowadziły do wyjaśnienia istotnej roli receptorów typu 
Toll w aktywacji komórek przez toksyny bakterii gramu
jemnych. Ustalono, że receptory TLR2 i TLR4 bezpośrednio 
odpowiadają za przekazywanie sygnału do jądra komórkowe
go, aktywację czynnika jądrowego kB i syntezę cytokin, a ich 
aktywacja następuje w wyniku przeniesienia z receptora CD14 
cząsteczki LPS połączonej z LBP i wytworzenia kompleksu 
receptorowego [83, 84], Słabo poznanym receptorem LPS jest 
glikoproteina błonowa o m. cz. 73 kDa obecna na limfocytach, 
granulocytach, makrofagach i płytkach krwi. Wydaje się, że 
receptor ten bierze udział w regulowaniu cytotoksyczności 
komórek zapalnych pod wpływem działania LPS, jednak jego 
obecność nie jest niezbędna do aktywacji tych komórek [80], 
Innym białkiem powierzchniowym zaktywowanych płytek 
krwi jest selektyna-P, która prawdopodobnie uczestniczy w 
wiązaniu cząsteczek LPS, podobnie jak selektyna-L obecna na 
powierzchni neutrofilów [81].

LPS ma także zdolność aktywowania komórek na drodze 
całkowicie niezależnej od receptorów, dotyczy to jednak wy
łącznie wysokich stężeń endotoksyny [85]. Mechanizm zwią
zany jest z bezpośrednim aktywowaniem komórek poprzez 
niespecyficzne hydrofobowe oddziaływania LPS z fosfolipi
dami błony komórkowej. W obecności białek transportujących 
LPS dochodzi do interkalacji lipopolisacharydowych agrega
tów do fosfolipidów komórkowych poprzez reszty acylowe 
lipidu A, co może np. indukować syntezę cytokin zapalnych
[2], Dzięki oddziaływaniom niespecyficznym komórki pozba
wione receptorów LPS są zdolne do odpowiedzi na wysokie

dawki endotoksyny. Interkalację LPS obserwowano dotych
czas in vitro w liposomach oraz w błonach niektórych komó
rek ssaków: monocytów, makrofagów, erytrocytów i hepato- 
cytów [55,85].

PO D SUM O W AN IE

Różnorodność mediatorów zapalnych uwalnianych w cza
sie infekcji bakteriami gramujemnymi może stwarzać ogrom
ne możliwości zwalczania zakażenia przez komórki obronne 
gospodarza. Ilość wytwarzanych mediatorów jest różna w za
leżności od ilości uwalnianych do krwioobiegu endotoksyn. 
Niewielkie zakażenie zostaje zwykle szybko zahamowane 
przy udziale czynników zapalnych, poprzez wywołanie miej
scowej, kontrolowanej odpowiedzi immunologicznej. Docho
dzi wówczas do pobudzenia układu odpornościowego, co po
zwala na zwalczenie zakażenia i chroni przed kolejną infekcją 
bakteryjną. Przy ciężkim zakażeniu duże ilości endotoksyn 
gromadzone są w krążącej krwi i powodują uwalnianie znacz
nych ilości mediatorów, dochodzi do kaskady uogólnionych 
reakcji obronnych organizmu. Ta odpowiedź układu immu
nologicznego w postaci rozwoju reakcji zapalnej musi być 
ściśle kontrolowana, gdyż uruchomienie nadmiernych mecha
nizmów obronnych może spowodować, zamiast efektów po
zytywnych, zaburzenia homeostazy i wstrząs często prowa
dzący do śmierci. Wzmożone uwalnianie mediatorów zapal
nych powoduje niszczenie nie tylko czynników patogennych, 
ale również komórek gospodarza znajdujących się w pobliżu 
ogniska zapalnego, co wraz z rozwojem reakcji zapalnej może 
prowadzić do wyniszczenia całego organizmu.

Te same cząsteczki endotoksyn, które stanowią zagrożenie 
życia ludzkiego, mogą zwiększać ogólną odporność organi
zmu na zakażenia bakteryjne i wirusowe oraz na procesy no
wotworowe poprzez stymulację układu immunologicznego, 
indukowanie klasycznej i alternatywnej drogi dopełniacza 
oraz aktywację czynnika Hagemana, czy przez działanie ne
krotyczne na komórki nowotworowe.
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ABSTRACT
Lipopolysaccharide (LPS) is the major component of the outer membranes of the walls of gramnegative bacteria that protects bacterial cells 
against antibacterial agents. LPS is the heteropolimer consisting of two parts: the hydrophobic lipid A and hydrophilic polisaccharide. After 
lysis of bacterial cells LPS is released into the circulation and it is able to activate the immunological system by stimulation of monocytes, 
macrophages, neutrophils, blood platelets and endothelial cells. LPS can bind to plasma proteins and form complexes that increase toxic activ
ity of LPS and affinity of LPS to cell receptors. The activation of immune cells by LPS leads to release of inflammatory mediators: cytokines, 
chemokines, enzymes, eicosanoids, adhesion agents and free radicals that are responsible for progression of inflammatory reactions and may 
induce pathophysiological processes including septic shock.
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Wykaz skrótów: CRE -  element odpowiedzi 
cAMP; CREB -  białko wiążące element od
powiedzi cAMP; D l, D2 -  jodotyroninowe 5' 
dejodynazy typu 1 i typu 2; Foxel -  tarczyco
wy czynnik transkrypcyjny 2; HD -  homeodo- 
mena; NIS -  symporter Na+/F; Pax8 -  czynnik 
transkrypcyjny; T3 -  3,5,3'-trijodo-L-tyronina; 
T4 -  3,5,3' ,5' -tetrajodo-L-ty ronina; Tg -  tyre- 
oglobulina; Titfl/Nkx2-1 -  tarczycowy czyn
nik transkrypcyjny 1; TPO -  tyreoperoksydaza; 
TR -  receptory jądrowe trijodotyroniny; TRH
-  tyreoliberyna, podwzgórzowy hormon uwal
niający tyreotropinę; TSH -  tyreotropina, przy
sadkowy hormon glikoproteinowy; TSH-R
-  receptor TSH; TTF -  tarczycowe czynniki 
transkrypcyjne

Podziękowania: Praca powstała podczas reali
zacji projektu badawczego KBN P05A  128 26 
projektu CMKP 501-2-1-22-32/04

STRESZC ZEN IE

Prawidłowy przebieg biosyntezy hormonów tarczycy zależy od poziomu ekspresji i dzia
łania podstawowych białek zaangażowanych w ten proces: receptora tyreotropiny 

(TSH-R), sodowo-jodkowego symportera (NIS), tyreoglobuliny (Tg), peroksydazy tarczyco
wej (TPO) oraz jodotyroninowych dejodynaz typu 1 (Dl) i typu 2 (D2). Zasadniczy wpływ 
na aktywację transkrypcji genów kodujących te białka mają, oprócz kaskady tyreotropina/ 
cAMP, specyficzne dla tarczycy czynniki transkrypcyjne. Spośród znanych obecnie tarczy- 
cowo-swoistych czynników transkrypcyjnych największe znaczenie dla prawidłowego roz
woju, wzrostu i funkcjonowania gruczołu tarczowego mają czynniki: Titfl/Nkx2-1, Foxel 
i Pax8. Upośledzenie ekspresji i/lub funkcji wymienionych czynników transkrypcyjnych 
mogą być zarówno przyczyną wrodzonych nieprawidłowości gruczołu tarczowego, jak i le
żeć u podłoża procesów nowotworzenia w tym narządzie.

W PR O W A D Z EN IE

Ostatnie lata przyniosły znaczący postęp wiedzy, dotyczącej współdziałania 
białek biorących udział w regulacji biosyntezy hormonów tarczycy. Proces ten 
jest kontrolowany przez tarczycowe czynniki transkrypcyjne (TTF, ang. thyroid 
transcription factor). Czynniki te, wiążąc się w regionie promotorowym genu do
celowego ze swoistymi sekwencjami DNA, regulują ekspresję genów, których 
produkty białkowe mają kluczowy wpływ na poszczególne etapy biosyntezy 
hormonów tarczycy. Skutkiem wiązania lub braku wiązania tarczycowych czyn
ników transkrypcyjnych z DNA jest zmiana poziomu ekspresji białek i ich aktyw
ności enzymatycznej, co ma istotny wpływ na rozwój, różnicowanie a wreszcie 
prawidłowe funkcjonowanie komórek gruczołu tarczowego [1, 2], Biosynteza 
i mechanizm działania hormonów tarczycy jest aktualnie szeroko badanym za
gadnieniem ze względu na udział tych hormonów w regulacji podstawowych 
funkcji komórki odpowiadających za tkankową i narządową homeostazę orga
nizmu -  takich jak proliferacja, różnicowanie lub apoptoza. W sposób zależny 
od etapu rozwojowego oraz rodzaju tkanki hormony tarczycy są niezbędne za
równo w życiu pre- jak i postnatalnym. Niedobór i nadmiar hormonów tarczycy 
a także ich nieprawidłowa funkcja prowadzą do poważnych zaburzeń rozwoju 
płodu i funkcjonowania wielu tkanek i narządów w dorosłych organizmach.

Synteza hormonów tarczycy w gruczole tarczowym zależy od wielu czynni
ków: (1) od zawartości jodu w diecie; (2) aktywnego transportu jodków I przez 
błonę komórek tarczycy; (3) utleniania jodków (przekształcenie I' do 1°); (4) eks
presji genu tyreoglobuliny (TG) w komórkach pęcherzykowych nabłonka tar
czycy; (5) potranslacyjnej modyfikacji produktu białkowego genu TG -  tyreoglo
buliny (m.in. jodowaniu reszt tyrozylowych tyreoglobuliny i ich sprzęganiu), co 
prowadzi do syntezy tyroksyny (T4) i trijodotyroniny (T3) na powierzchni tyre
oglobuliny; (6) przemieszczania się tyreoglobuliny zmagazynowanej w świetle 
pęcherzyków (na drodze endocytozy) do komórek pęcherzyków tarczycowych, 
gdzie pod wpływem enzymów lizozomalnych ulega proteolizie do aktywnych 
postaci hormonów tarczycy; (7) tarczycowej (pozatyreoglobulinowej) syntezy T3 
z T4 (konwersji T4 do T3 -  procesu, katalizowanego przez mikrosomalne jodoty
roninowe 5'-dejodynazy); (6) wydzielania hormonów tarczycy do krwioobiegu. 
Wszystkie wymienione wyżej etapy biosyntezy hormonów tarczycy ściśle zale
żą od stymulującego działania i negatywnych sprzężeń zwrotnych hormonów, 
wydzielanych przez oś podwzgórze -  przysadka -  tarczyca [3]. Hormon pod
wzgórzowy tyreoliberyna (TRH, ang. thyrotropin-releasinghormone) jest transpor
towany do przedniego płata przysadki mózgowej, gdzie wiąże się z receptorami 
komórek tyreotropowych, powodując wydzielanie tyreotropiny (TSH). Tyre
otropina z kolei wiąże się z błonowymi receptorami TSH (TSH-R) w tyreocytach 
i poprzez kaskadę tyreotropina/cAMP stymuluje m.in. ekspresję genów kodu
jących podstawowe białka zaangażowane w proces syntezy hormonów tarczy
cy: tyroglobuliny, symportera sodowo-jodkowego (NIS), który aktywuje aktyw-
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ny transport jonu jodkowego z krwioobiegu do tyreocytu 
wbrew gradientowi elektrochemicznemu (przeniesieniu 1 
jonu jodkowego towarzyszy transport 2 jonów sodu), pen- 
dryny (transportera I ,CT), peroksydazy tarczycowej (TPO), 
układu generującego Ĥ CĄ oraz jodotyroninowych 5'- dejo- 
dynaz [4], Z kolei hormony tarczycy, na drodze negatywne
go sprzężenia zwrotnego, regulują wydzielanie hormonów 
przez oś podwzgórze -  przysadka -  tarczyca. Komórki na
błonkowe gruczołu tarczowego syntetyzują i wydzielają do 
krwioobiegu dwie fizjologiczne formy hormonu tarczycy: 
3,5,3',5'-tetrajodo-L-tyroninę, znaną powszechnie jako ty
ro ksyna, T4 (ok. 120 nmoli / dobę -  jest to jedyne źródło tego 
hormonu) i 3,5,3'-trijodo-L-tyroninę (trijodotyronina,T3), 
ok. 8 nmoli/dobę, co stanowi ok. 20% ogólnej puli T3. Po
zostałe 80% T3 jest produkowane w innych organach przez 
odjodowanie (dejodynację), tj. odłączenie atomu jodu w po
zycji 5' pierścienia fenolowego (zewnętrznego) tyroksyny. 
Ponad 70% całkowitej puli T4 wydzielanej na dobę z tarczy
cy ulega w tkankach obwodowych procesowi dejodynacji 
do T3. Dlatego też, T4 jest uważana za prohormon dla T3, 
a enzymatyczny proces dejodynacji (zwany często konwer
sją albo biotransformacją T4 do T3) za pierwszy etap dzia
łania hormonu tarczycy na poziomie molekularnym [5]. En
zymami katalizującymi konwersję T4 do T3 w komórkach 
docelowych są jodotyroninowe 5' dejodynazy [6].

Fizjologiczna funkcja tarczycowych czynników trans- 
krypcyjnych polega na regulowaniu transkrypcji genów 
docelowych zawierających w swych częściach regulatoro
wych swoiste sekwencje DNA, z którymi te czynniki (biał
ka) się wiążą. Tarczycowe czynniki transkrypcyjne są od
powiedzialne za ekspresję takich białek tarczycowych jak: 
tyreoglobulina, tyreoperoksydaza, receptor tyreotropiny, 
symporter Na+/T oraz jodotyroninowe 5' dejodynazy: typu 
1 i typu 2. Występowanie tarczycowych czynników trans- 
krypcyjnych w gruczole tarczowym (determinujące ich 
działanie), ich ekspresja podczas rozwoju i różnicowania 
tarczycy na bardzo wczesnych etapach organogenezy, ich 
udział w regulacji poszczególnych etapów biosyntezy hor
monów tarczycy a także zaburzona ekspresja w nowotwo
rowych komórkach tarczycy sprawia, że są one przedmio
tem intensywnych badań. Niniejsza praca przeglądowa do
tyczy głównie tarczycowych czynników transkrypcyjnych, 
które zostały wykryte w tarczycy człowieka. W pracy nie są 
omawiane szerzej geny/białka, które są regulowane przez 
te czynniki. Autorzy cytują jedynie nowsze prace oryginal
ne i odsyłają do najnowszych prac przeglądowych.

T A R C Z Y C O W O -SW O IST E CZYN N IK I 
TR A N SK R Y PC Y JN E

Tarczycowo-swoiste czynniki transkrypcyjne (TTF) nale
żą do rodziny białek jądrowych. Fizjologiczna funkcja TTF 
polega na regulowaniu transkrypcji genów docelowych, 
zawierających w swych częściach promotorowych miej
sce wiązania tarczycowych czynników transkrypcyjnych. 
Kierują one rozwojem gruczołu tarczowego i pośredniczą 
w regulacji transkrypcji genów, których produkty białkowe 
są niezbędne dla syntezy hormonów tarczycy. Spośród zna
nych tarczycowych czynników transkrypcyjnych, obecnych 
zarówno w dojrzałych komórkach tarczycy, jak też w ich 
prekursorach, najważniejsze wydają się: Titfl/Nkx2-1,

(dawniej zwany TTF1, ang.: thyroid transcription factor 1), 
Foxel, (dawniej zwany TTF2, ang. thyroid transcription factor  
2) i Pax8 (ang. paired box domain transcription factor 8). TTF 
mają podobny ogólny schemat budowy, są polipeptydami 
o różnej długości. Cechą charakterystyczną tych białek jest 
obecność kilku ułożonych tandemowo domen, a przede 
wszystkim 60-aminokwasowej domeny zw. homeodomeną 
(HD). Homeodomeną odgrywa rolę czynnika transkrypcyj- 
nego i odpowiada za wiązanie tarczycowych czynników 
transkrypcyjnych z specyficzną sekwencją DNA (zw. home- 
oboxem) genu docelowego. Sekwencje homeodomeny wy
kazują wysoką homologię, głównie dotyczy to fragmentu, 
składającego się z 12 aminokwasów, biorących bezpośredni 
udział w wiązaniu z DNA. Oprócz homeodomeny w obrę
bie tarczycowych czynników transkrypcyjnych wykazano 
obecność 2 innych charakterystycznych domen, aktywu
jących transkrypcję, zlokalizowanych w kierunku C- i N- 
końca od homeodomeny (odpowiednio domeny C i N) [1]. 
Domena N-końcowa wykazuje silniejsze działanie -  może 
sama aktywować transkrypcję genu docelowego. Obie do
meny aktywujące zbudowane są z dwóch części o odmien
nych funkcjach: modułu aktywującego i regulującego [7]. 
Ten ostatni nie może sam aktywować transkrypcji, modyfi
kuje jedynie funkcje modułu aktywującego w zależności od 
budowy promotora docelowego genu. Poza rozpoznawa
niem odpowiedniej sekwencji DNA, homeodomeną odpo
wiada także za jądrową lokalizację. Na N-końcu homeodo
meny znajduje się podstawowy sygnał lokalizacji jądrowej 
(NLS, ang. nuclear localization signal), drugi taki sygnał znaj
duje się w centrum homeodomeny [8].

Tarczycowe czynniki transkrypcyjne są niezbędne dla 
prawidłowego rozwoju i różnicowania gruczołu tarczowe
go, na co wskazują badania prowadzone na zwierzętach. 
Tarczyca rozwija się ze środkowej linii endodermalnego 
zgrubienia brzusznej ściany pierwotnego gardła między 
8 a 9 dniem post coitum w rozwoju embrionalnym myszy, 
co odpowiada okresowi między 20 a 24 dniem rozwoju 
embrionalnego człowieka [1], Obecność tyreoglobuliny, 
tyreoperoksydazy i receptora TSH w tarczycy embrionów 
mysich stwierdza się dopiero około 15 dnia, zaś synteza 
hormonów tarczycy rozpoczyna się w 16.5-17 dniu. Obec
ność mRNA i białka Titfl/Nkx2-1 oraz Pax-8 stwierdza się 
natomiast znacznie wcześniej, na samym początku tarczy
cowej organogenezy co sugeruje, że oba czynniki odgrywa
ją ważną rolę w tworzeniu i rozwoju prekursorów komórek 
tarczycowych (Rys. 1).

CZYNNIK TRANSKRYPCYJNY TITF1/NKX2-1

Titfl/Nkx2-1, (poprzednio zwany TTF-1, ang. thyroid 
transcription factor-1) został zidentyfikowany jako pierwsze 
białko jądrowe zdolne do wiązania się z specyficznymi se
kwencjami DNA obecnymi w promotorze genu tyreoglobu
liny (Tg). Ekspresja Titfl/Nkx2-1 nie jest ograniczona wy
łącznie do tyreocytów. Białko to zidentyfikowano również 
w płucach i ośrodkowym układzie nerwowym. Gen TIT- 
F1/NKX2-1 człowieka leży w regionie q l3  chromosomu 14, 
składa się z 3 eksonów i dwóch intronów. Pierwszy z ekso- 
nów nie ulega translacji. Transkrypcja genu TITF1/NKX2-1 
może rozpoczynać się w kilku miejscach startu transkrypcji, 
zlokalizowanych około 50 nukleotydów w kierunku 5' od
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ZAWIĄZEK TARCZYCY
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zawiązka tarczycy

!
zakończenie kształt zakończenie

migracji dwupłatowy folikulogenezy

! ! 1
8.5 9.5 11.5 13.5 15 16.5

t t t t
Titf1/Nkx2-1

Pax-8
Tg, TPO, NIS 
TSH-R

T4, T3

Rysunek 1. Schem at rozwoju tarczycy w życiu płodow ym  myszy. Poszczegól
nym  etapom  tego procesu w kolejnych dniach em briogenezy tow arzyszy stop
niow e pojaw ianie się w rozw ijających się kom órkach najpierw  czynników trans- 
krypcyjnych T itfl/N kx2-1 i Pax8, potem białek Tg, TSH-R, TPO, NIS, a w końcu 
rozpoczęcie syntezy horm onów T3 i T4.

pierwszego eksonu. W obrębie drugiego eksonu znajduje 
się sekwencja kodująca homeodomenę. Transkrypt genu ma 
długość 2.1 kpz i koduje proteinę o długości 371 aminokwa
sów (Rys. 2) [9], Region Titfl/Nkx2-1 rozpoznający w pro
motorze genu docelowego specyficzną sekwencję DNA 
5'-CAAG-3', (tzw. element odpowiedzi na Titfl/Nkx2-1) 
zawiera motyw domeny wiążącej typu helisa-zwrot-helisa 
(ang. helix-tum-helix, HTH). Element odpowiedzi na Tit- 
fl/N kx2-l zidentyfikowano m.in. w promotorach genów: 
TSH-R, TG, TPO, NIS, D I02  [1]. W obrębie promotora genu 
TSH-R zidentyfikowano 2 miejsca wiązania Titfl/Nkx2-1, 
przy czym wydaje się, że wiązanie z miejscem proksymal- 
nym nie ma znaczenia funkcjonalnego. W aktywacji trans
krypcji genu TSH-R czynnik Titfl/Nkx2-1 działa synergi- 
stycznie z białkiem CREB (ang. cAMP responsive element bin
ding protein) [1], W badaniach prowadzonych na tyreocytach 
FRTL-5 szczura obserwowano istotne obniżenie poziomu 
Titfl/Nkx2-1 mRNA pod wpływem tyreoglobuliny [10]. 
Fakt ten, w połączeniu z danymi na temat aktywacji eks
presji Tg przez Titfl/Nkx2-1, wskazuje na szczególną pętlę 
sprzężenia zwrotnego, działającą między tymi kluczowymi 
dla rozwoju i funkcji tarczycy białkami [11].

Regulacja aktywności Titfl/Nkx2-1 jest bardzo złożo
na i zaangażowanych w nią jest wiele czynników. Przede 
wszystkim gen TITF1/NKX2-1 jest regulowany przez 
produkty własnej transkrypcji -  na końcu 5' genu TITF1/ 
NKX2-1 szczura zlokalizowano przypuszczalne miejsce 
wiązania homodomeny Titfl/Nkx2-1. Zwiększona ekspre
sja Titfl/Nkx2-1 zwiększa aktywność promotora tego genu, 
co potwierdza autoregulacyjne właściwości Titfl/Nkx2-1 
[12]. Ważnymi czynnikami, regulującymi aktywność Tit- 
fl/N kx2-l są białka z grupy Hox (w szczególności Hoxb-3), 
czynnik Oct-1 (ang. octamer binding protein), który reguluje 
podstawową transkrypcję genu TITF1/NKX2-1 (białka Oct 
odgrywają istotną rolę w aktywacji promotorów nie mają
cych typowej struktury TATA box, do których należy też 
promotor TITF1/NKX2-1) oraz GATA-6 [1]. Wiązanie Tit- 
fl/N kx2-l do GATA-6 wymaga obecności homeodomeny 
oraz jednej z domen aktywujących: N lub C [13]. Silnym 
stymulatorem promotora genu TITF1/NKX2-1 jest także 
HNF-3 (ang. hepatocyte nuclear factor  3), wiadomo też, że gli-

kokortykoidy zwiększają ekspresję Titfl/Nkx2-1 [14]. Z ko
lei, w badaniach z zastosowaniem genów reporterowych 
dowiedziono, że czynnik martwicy nowotworów (TNFa) 
zmniejsza zarówno poziom specyficznego mRNA dla Tit- 
fl/N kx2-l, jak i osłabia zdolność wiązania DNA przez ten 
czynnik [15].

Regulacja działania Titfl/Nkx2-1 dotyczy nie tylko po
ziomu ekspresji, ale także wpływu na wiązanie homodo
meny z DNA genu docelowego [2], Do najważniejszych 
mechanizmów działających na tym etapie niewątpliwie 
należy kaskada kinazy białkowej A zależnej od cAMP 
(cAMP/PKA). Z jednej strony wskazywano na hamowanie 
ekspresji Titfl/Nkx2-1 przez TSH via cAMP, z drugiej zaś 
udowodniono, że dodanie podjednostki katalitycznej PKA 
do hodowli tyreocytów FRTL-5 szczura zwiększa aktyw
ność wiązania Titfl/N kx2-1- DNA oraz zależną od Titfl / 
Nkx2-1 transaktywację genu docelowego. Kluczową rolę 
odgrywa fosforylacja Titfl/Nkx2-1 na jego N-końcu, wa
runkująca aktywność transkrypcyjną domeny N. Czynnik 
Titfl/Nkx2-1, którego fosforylacja była upośledzona wiązał 
się z promotorem genu TG w komórkach FRTL-5, ale nie był 
zdolny do transaktywacji genu reporterowego [16]. Wynika 
z tego, że fosforylacja Titfl/Nkx2-1 nie wpływa na samą 
zdolność wiązania DNA, lecz na aktywowanie promotora 
docelowego, choć prawdopodobnie rola tego procesu jest 
odmienna w różnych typach komórek.

Inną drogą regulacji aktywności transkrypcyjnej Tit
fl/Nkx2-1 w komórkach tarczycowych jest szlak kaskady 
Raf/MEK/ERK (Raf -  kinaza serynowo-treoninowa; MEK
-  kinaza aktywowana mitogenem (ang. mitogen activated 
protein kinase); ERK -  kinaza regulowana pozakomórkowo 
(ang. extracellular regulated kinase) [17]. W procesie tym za 
pośrednictwem ERK dochodzi do fosforylacji Titfl/Nkx2-1
-  trzech reszt serynowych, których zamiana na alaninę cał
kowicie hamuje zależną od tej kinazy fosforylację, zarówno 
w układach in vitro jak i in vivo. Możliwe jest też, że w fos
forylacji Titfl/Nkx2-1 w tyreocytach bierze udział kina
za białkowa C, która odwrotnie niż Titfl/Nkx2-1 hamuje 
różnicowanie komórek tarczycowych. Aktywność wiąza
nia Titfl/Nkx2-1 z DNA jest także zależna od procesów 
redukcyjno-oksydacyjnych (redox) [18]. Odwracalne prze
chodzenie cysteiny w łańcuchu białkowym czynnika trans- 
krypcyjnego z formy zredukowanej w utlenioną zmienia 
aktywność wiązania DNA. Oksydacja zmniejsza zdolność 
wiązania DNA, co spowodowane jest tworzeniem mostków 
siarczkowych między dwoma cysteinami zlokalizowanymi 
poza HD (w pozycjach 87 i 363). Z kolei czynniki redukujące

371 -aminokwasowy 
polipeptyd

Domena HD, odpowiedzialna za 
wiązanie ze specyficzną sekwencją DNA 

5'-CAAG-3' w genie docelowym

Rysunek 2. Schem at budowy czynnika transkrypcyjnego Titfl/N kx2-1 z zazna
czeniem  poszczególnych struktur, odpow iedzialnych za jego funkcję.
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przywracają właściwą zdolność wiązania czynnika z DNA. 
Reakcje redox mogą zatem stanowić jedną z dróg regulacji 
aktywności tarczycowych czynników transkrypcyjnych. 
Aktywność wiązania DNA przez Titfl/Nkx2-1 zwiększa się 
także pod wpływem insuliny [19]. Kolejny mechanizm mo
dyfikacji potranslacyjnych czynnika Titfl/Nkx2-1 łączy się 
z działaniem kofaktorów. Jednym z nich jest kalretikulina 
(białko wiążące wapń, zaangażowane w magazynowanie 
w komórkach tego pierwiastka oraz tworzenie glikoprote- 
in), która poprzez bezpośrednie oddziaływanie z homeodo- 
meną powoduje zwiększenie aktywności wiązania DNA, 
a przez to aktywacji transkrypcji [20]. Wykazano też, że 
Titfl/Nkx2-1, będąc czynnikiem transkrypcyjnym zależ
nym od Ca2+, jest jednocześnie zaangażowany w regulację 
ekspresji genów odpowiedzialnych za homeostazę wapnio
wą: zewnątrzkomórkowego receptora Ca2+, kalmoduliny 
i kalcytoniny. Titfl/Nkx2-1 wykazuje wreszcie wrażliwość 
na strukturę docelowego promotora: obie domeny wiążą
ce Titfl/Nkx2-1 są takie same w promotorach genów TG 
i TPO, ale oddzielający je odcinek jest różny, co zapewne 
jest przyczyną opisywanego silniejszego pobudzenia trans
krypcji genu TG przez Titfl/Nkx2-1 [9].

CZYNNIK TRANSKRYPCYJNY FOXE1

Czynnik Foxel (poprzednio zwany TTF-2, ang. thyroid 
transcription factor  2) należy do rodziny czynników trans
krypcyjnych, zawierających domenę aktywującą forkhead  
(ang. forkhead protein fatnily), której obecność decyduje o roli, 
jaką białka te odgrywają w rozwoju i różnicowaniu komór
ki [1]. Foxel odpowiedzialny jest za prawidłowy rozwój 
tarczycy oraz proces migracji dojrzewającego gruczołu tar
czowego wzdłuż przewodu tarczowo-językowego w życiu 
płodowym. Gen FOXE1 zlokalizowano na ramieniu długim 
chromosomu 9 w pozycji 9q22.3 [21]. Zbudowany jest z jed
nego eksonu, a mRNA zawiera 3476 zasad. Koduje białko 
składające się z 376 aminokwasów. Ekspresja genu stwier
dzana jest w tarczycy, przysadce, endodermie jelit, i ekto- 
dermie czaszkowogardłowej. W potranskrypcyjnej regulacji 
na etapie alternatywnego składania mRNA Foxel dochodzi 
do powstania dwóch odmiennej długości mRNA (2.3 i 2.8 
tysięcy par zasad), różniących się na końcu 3' długością ogo
na poliadenylowego. Cechą charakterystyczną białka Foxel 
jest obecność dwóch domen o odmiennych właściwościach 
funkcjonalnych: domeny aktywującej forkhead  (fkh) i hamu
jącej. Domena fkh, zbudowana z około 100 aminokwasów, 
rozpoznaje specyficzną sekwencję DNA genu docelowego 
i decyduje o wiązaniu się z nią. Foxel reguluje transkrypcję 
genów w dwóch różnych mechanizmach: aktywacji, opartej 
na oddziaływaniu domeny fkh z nukleosomem oraz hamo
waniu przez domenę hamującą koaktywatorów zaangażo
wanych w procesy transkrypcji [2]. Udowodniono udział 
czynnika Foxel w regulacji transkrypcji genów TG i TPO 
w tarczycy. W obrębie promotorów tych genów zlokalizo
wano miejsca wiązania czynnika Foxel. Wpływ Foxel 2 na 
promotory genów TG i TPO polega prawdopodobnie na 
hamowaniu ich aktywacji przez czynniki TTF-1 i Pax8, jed
nak mechanizm ten nie został jeszcze dostatecznie pozna
ny. W komórkach tarczycowych czynnikiem, który wydaje 
się zmniejszać ekspresję Foxel jest tyreoglobulina. Badania, 
prowadzone na komórkach FRTL-5 pozwoliły stwierdzić, 
że ekspresja czynnika Foxel zwiększa się pod wpływem

cAMP, TSH oraz insuliny [2], Defekt genu FOXE1 może być 
przyczyną ektopowej lokalizacji tarczycy w obrębie języka, 
niekiedy powoduje agenezję tarczycy.

CZYNNIK TRANSKRYPCYJNY PAX8

Pax8 jest odpowiedzialny za dojrzewanie i proliferacje 
prekursorów komórek pęcherzykowych. Ponadto reguluje 
ekspresję genów TPO i TG. Defekt Pax8 powoduje agenezję 
lub hipoplazję gruczołu tarczowego. Pax8 należy do czynni
ków transkrypcyjnych, których charakterystyczną cechą jest 
domena Prd wiążąca DNA (ang. paired box domain). Jest to 
128-aminokwasowa struktura, która rozpoznaje specyficz
ne sekwencje DNA genów docelowych. Składa się z dwóch 
niezależnych domen PAI (od końca N) i RED (od końca C)
-  Rys. 3 [22], Zmienny sposób łączenia tych dwóch domen 
zapewnia możliwość rozpoznawania różnych sekwencji 
DNA. Domena Prd może wiązać DNA samodzielnie albo 
wraz z homeodomeną, której pierwsza pętla o strukturze 
a-helisy wchodzi w skład struktury Pax8. Niekiedy, w wy
niku alternatywnego składania, zachodzącego podczas 
transkrypcji genu dochodzi do inaktywacji subdomeny PAI 
i wtedy sekwencje genów docelowych są rozpoznawane 
tylko przez RED. Jednak dla w pełni efektywnego działania 
aktywującego transkrypcję genu docelowego potrzebne jest 
współdziałania obu subdomen. W sekwencji Pax8 zidenty
fikowano również specyficzną sekwencję oktapeptyd oraz 
dwa rejony odpowiedzialne za jądrową lokalizację białka
-  jeden z nich w obrębie Prd, drugi zaś między oktapepty- 
dem a homodomeną [2]. Gen kodujący Pax8 zlokalizowany 
jest u człowieka na chromosomie 2 ql2-14 [23], Składa się 
co najmniej z 12 eksonów i 11 intronów. W przebiegu trans
krypcji genu PAX8 dochodzi do alternatywnego składania 
mRNA, czego efektem jest powstawanie kilku izoform, róż
niących się między sobą budową końca karboksylowego ho- 
meodomeny [24], mRNA składa się z 1372 zasad a produkt 
białkowy zawiera 398 aminokwasów. Opisano 4 izoformy 
Pax8 (a, b, c, d), powstające przez włączenie lub wyłączenie 
eksonu 7 i/lub 8 [2]. Poszczególne izoformy Pax8 różnią się 
między sobą sekwencją odpowiedzialną za regulację trans
krypcji, zlokalizowaną na końcu karboksylowym HD. Są to 
w Pax8 a -  rejon o długości 63 reszt aminokwasowych bo
gaty w reszty seryny, a w Pax8 b sekwencja bogata w reszty 
seryny, treoniny i tyrozyny, zaś w Pax8 c i d rejon o długości

Domena Prd, odpowiedzialna za 
wiązanie ze specyficzną 

sekwencją DNA genów docelowych

Pierwszy a-heliks 
domeny HD

Oktapeptyd

Sygnały lokalizacji jądrowej

H G II n - B l
Subdomena PAI Subdomena RED

Rysunek 3. Schem at budow y czynnika transkrypcyjnego Pax8 z zaznaczeniem  
poszczególnych struktur, charakterystycznych dla rodziny Pax8 jak i wspólnych 
z czynnikiem  Titfl/N kx2-1.
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99 reszt aminokwasowych bogaty w reszty proliny. W roz
wijającym się łożysku stwierdzono 2 dodatkowe izoformy 
e i f, nie mające 6 eksonu, których ekspresja zmniejsza się 
w kolejnych dniach rozwoju. Zidentyfikowano także kilka 
dodatkowych izoform mRNA Pax8 człowieka w tarczycy, 
nerkach i łożysku [25]. Powstają one na drodze włączenia 
lub wykluczenia eksonu 8 i/lub eksonu 9. Produkty biał
kowe wszystkich izoform mają kompletne domeny Prd, 
różnią się natomiast budową domeny transaktywującej, co 
wpływa na ich odmienne właściwości. Domena aktywująca 
zbudowana jest z dwóch modułów: aktywującego, kodowa
nego przez ekson 10 i 11 oraz z otaczającego go modułu ha
mującego, kodowanego przez ekson 9 i 12 [26], Różnicowe 
składanie wymienionych modułów prowadzi do uzyskiwa
nia różnej aktywności modułu hamującego w odmiennych 
typach komórek. Wskazuje to na istotną rolę zjawiska alter
natywnego składania, decydującego o uzyskiwaniu funkcji 
regulacji transkrypcji genów docelowych przez białka z ro
dziny Pax. Ekspresja Pax8 regulowana jest przez TSH na 
poziomie transkrypcji, prawdopodobnie za pośrednictwem 
niezidentyfikowanych jeszcze czynników [27], Wiązanie 
DNA przez Pax8 zależy, podobnie jak w przypadku T itfl/ 
Nkx2-1, od reakcji redukcji i utleniania. Udowodniono, że 
w zależnej od reakcji redox regulacji Pax8 zasadniczą rolę 
odgrywają modyfikacje cysteiny w pozycjach 45 i 57, wy
woływane przez Ref-1 [28].

U D ZIA Ł T IT F1/N K X 2-11 PAX8 W  M ETA BO LIZM IE  
H O R M O N U  T A R C ZYC Y

W obrębie promotora genu TG stwierdzono trzy miejsca 
wiązania Titfl/Nkx2-1 A, B, C [29], Miejsce C zachodzi na 
miejsce wiązania czynnika Pax8, zaś między miejscem B a 
C zlokalizowano miejsce wiązania czynnika transkrypcyjne- 
go Foxel. Badania funkcjonalne wskazują, że Titfl/Nkx2-1 
i Pax8 aktywują synergistycznie promotor genu TG [30]. 
Pax8 odgrywa szczególną rolę w regulacji ekspresji tyre
oglobuliny przez TGF(31, zaś z drugiej strony, podobnie jak 
w przypadku Titfl/Nkx2-1 i Foxel, tyreoglobulina hamuje 
ekspresję Pax8 [31, 32], Jednocześnie wiadomo, że ekspresja 
Pax8 zwiększa się pod wpływem TSH, co może wskazywać 
na udział tego czynnika w regulacji ekspresji genu TG przez 
TSH (w promotorze tego genu nie zidentyfikowano jak do
tąd miejsca CRE). W badaniach in vitro udowodniono, że 
czynnik transkrypcyjny Titfl /Nkx2-1 aktywuje transkryp
cję genu TSH-R [2], W obrębie jego promotora zidentyfiko
wano 2 miejsca wiązania Titfl/Nkx2-1, przy czym wydaje 
się, że wiązanie z miejscem proksymalnym nie ma znacze
nia funkcjonalnego. W aktywacji transkrypcji genu TSH-R 
czynnik Titfl/Nkx2-1 działa synergistycznie z białkiem 
CREB, choć nie potwierdziły się wcześniejsze przypuszcze
nia o wzajemnym oddziaływaniu tych dwóch czynników. 
Dotychczas nie zidentyfikowano w obrębie promotora genu 
TSH-R miejsca wiązania drugiego czynnika transkrypcyjne- 
go -  Pax8.

Ekspresja genu symportera sodowo-jodkowego (NIS) 
jest regulowana przez Titfl/Nkx2-1 jak i Pax8 [33], W ba
daniach nad genem NIS szczura udowodniono aktywujący 
wpływ na transkrypcję tego genu czynnika Titfl/Nkx2-1, 
który działa prawdopodobnie zarówno jako element kaska
dy TSH/cAMP jak i bezpośrednio, a być może przy udziale

jeszcze innych, niezidentyfikowanych dotychczas czynni
ków aktywujących. W obrębie promotora genu NIS zidenty
fikowano odcinek, nazywany NUE (ang. NIS 5 '-far upstream 
enhancer), zawierający dwa miejsca wiążące Pax8 i odcinek 
aktywowany przez cAMP [34], Wiązanie Pax8 z elemen
tem NUE genu NIS człowieka jest warunkiem koniecznym 
do uzyskania pełnej aktywności tego białka w tyreocytach 
człowieka. Co więcej, konieczne jest tutaj współdziałanie 
z aktywnym CRE [35], Wydaje się jednak, że, chociaż oba 
czynniki, Titfl/Nkx2-1 i Pax8, są potrzebne w procesie 
transkrypcji genu NIS, to odgrywają one tutaj mniejszą rolę, 
niż w przypadku innych genów specyficznych dla tarczycy, 
co tłumaczyłoby wysoką ekspresją NIS w niektórych narzą
dach poza tarczycowych, takich jak sutek [36], W obrębie 
promotora genu TPO zidentyfikowano trzy miejsca wiąza
nia Titfl/Nkx2-1 oraz jedno miejsce wiązania Pax8 zlokali
zowane w obszarze wzmacniającym promotora genu TPO
[37], W pracach z wykorzystaniem genów reporterowych 
potwierdzono aktywujący wpływ Pax8 i Titfl/Nkx2-1 na 
transkrypcję genu TPO [1, 2], Mechanizm tego oddziaływa
nia nie został jednak jeszcze w pełni poznany. Wydaje się, że 
oba czynniki mogą wpływać na promotor genu TPO zarów
no za pośrednictwem cAMP, jak i bezpośrednio. Wiadomo, 
że ekspresja genu TPO jest regulowana przez TSH, za po
średnictwem cAMP, chociaż w promotorze nie udało się zi
dentyfikować sekwencji CRE. Oznacza to, że w tą regulację 
zaangażowane mogą być nie tylko Titfl/Nkx2-1 i Pax8, ale 
także inne czynniki transkrypcyjne. W badaniach, prowa
dzonych na hodowlach komórkowych HeLa wykazano, że 
Pax8 wykazuje synergistyczny wpływ na aktywację promo
tora genu TPO z innym czynnikiem transkrypcyjnym p300, 
który odgrywa rolę koaktywatora [38]. Wykazano, że oba 
te czynniki tworzą aktywujący kompleks, dzięki łączeniu 
się białka p300 z domeną transaktywacyjną Pax8 (Rys. 4). 
Miejsca wiązania dla Titfl/Nkx2-1, Foxel i Pax8 posiadają 
tę samą lokalizację w promotorach genów TG i TPO. W ba
daniach in vitro wykazano jednak, że Pax8 silniej aktywuje 
promotor genu TG, podczas, gdy Titfl/Nkx2-1 -  genu TPO
[2], Niemniej, cechą charakterystyczną aktywacji transkryp
cji genów specyficznych dla tarczycy jest konieczność jed-

Rysunek 4. U proszczony model podstawowej regulacji transkrypcji genów klu
czow ych dla funkcji tarczycy z uw zględnieniem  roli tarczycow ych czynników  
transkrypcyjnych Titfl/N kx2-1, Foxel i Pax8, cAM P, kinaz białkow ych A (PKA) 
oraz białka p300.
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noczesnego działania zarówno Titfl/Nkx2-1 jak i Pax8. Jak 
pokazują najnowsze badania, synergistyczne działanie mię
dzy Titfl/Nkx2-1 i Pax8 decyduje o efektywnej transkrypcji 
genów docelowych [39, 40].

W ostatnim czasie pojawia się coraz więcej doniesień 
wskazujących, że specyficzne dla tarczycy czynniki trans- 
krypcyjne wpływają nie tylko na syntezę, ale także, poprzez 
regulację jodotyroninowych dejodynaz, na procesy metabo
lizmu hormonu tarczycy. W gruczole tarczowym zidentyfi
kowano dotychczas jodotyroninową 5'-dejodynazę typu 1 
(D l) i jodotyroninową 5'-dejodynazę typu 2 (D2). Wspólną 
ich cechą jest obecność podjednostki katalicznej o masie czą
steczkowej 27-30 kDa, w centrum której znajduje się seleno- 
cysteina [6]. W badaniach myszy knock-out z wyłączoną 
funkcją genu Pax8 (-/-) stwierdzono zmniejszoną aktyw
ność enzymatyczną D l i obniżony poziom specyficznego 
mRNA D l, co sugeruje udział Pax8 w regulacji ekspresji 
D l [41], Z kolei badania raka brodawkowatego tarczycy 
wykazały istnienie korelacji między poziomem mRNA D l 
i mRNA Pax8, podobnie, jak między D2 i Pax8 czy D2 i Tit- 
fl/N kx2-l [42]. W badaniach funkcjonalnych promotora 
genu D/02 z zastosowaniem genów reporterowych (CAT 
-  acetylotransferazy chloramfenikolu), przeprowadzonych 
w hodowlach komórek COS-7 (fibroblastów małpy) stwier
dzono, że gen ludzkiej D2 jest stymulowany przez T itfl/ 
Nkx2-1 [43], W obrębie promotora genu D/02 stwierdzono 
dwa miejsca wiązania Titfl/Nkx2-1. Nie potwierdzono na
tomiast w tej pracy udziału Pax8 w aktywacji transkrypcji 
ani D/02 ani DIO l. Nie mniej, w chorobie Gravesa-Basedo- 
wa stwierdzono znamienną korelację między D2 i Pax8, co 
może sugerować udział tego czynnika w aktywacji trans
krypcji genu dejodynazy typu 2 w tarczycy [44], Zapewne 
oddziaływanie takie odbywa się za pośrednictwem lub przy 
współudziale innych czynników aktywujących. Wydaje się, 
że ważną rolę może odgrywać tu cAMP.

Badania, prowadzone w hodowlach komórek tarczycy 
psa wskazują, że ekspresja Pax8 zwiększa się pod wpływem 
cAMP [2], Jednocześnie, w promotorze genu D/02 zidenty
fikowano sekwencję CRE. Oddziaływanie Pax8 na D2 przy 
współudziale cAMP może być więc analogiczne do tego, ja
kie wykazano w przypadku czynnika Titfl/Nkx2-1 i genu 
TSH-R, gdzie dla pełnej aktywacji jego transkrypcji koniecz
ne jest synergistyczne działanie Titfl/Nkx2-1 i cAMP. Z ko
lei w badaniach aktywacji promotora genu NIS stwierdzo
no, że czynnik transkrypcyjny Pax8, poprzez działanie na 
element NUE, aktywuje ekspresję tego genu zarówno w ko
operacji z cAMP, jak i niezależnie [34]. Można więc przy
puszczać, że podobne mechanizmy działają w przypadku 
genu D/02. Inna możliwość to udział w tym procesie białka 
aktywującego p300, analogicznie do regulacji transkrypcji 
genu TPO. Wydaje się więc, że kolejnym, choć jeszcze nie do 
końca zbadanym obszarem działania tarczycowych czynni
ków transkrypcyjnych jest regulacja wewnątrztarczycowe- 
go metabolizmu tyroksyny.

A N O M A LIE C H R O M O SO M A LN E I M U TA C JE  
G EN Ó W  T1TF1/NKX2-1, FO X E l, PAX8

Badania przeprowadzone u chorego z wrodzonym wo
lem i z niedoborem Tg sugerowały, że upośledzenie syntezy

Domena forkhead Domena hamująca

Rysunek 5. M utacje genu FOXEl ze schem atycznym  zaznaczeniem  ich lokalizacji 
i opisem  uw arunkowanej nimi wrodzonej nieprawidłowości.

tego białka spowodowane jest bardzo niską ekspresją T itfl/ 
Nkx2-1 [45]. Ponieważ jednocześnie stwierdzano prawidło
wy poziom ekspresji czynnika Pax8, uważano początkowo, 
że za wrodzone defekty w rozwoju tarczycy odpowiada je
dynie czynnik Titfl/Nkx2-1. Obecnie przyjmuje się, że wła
ściwe współdziałanie obu tych czynników konieczne jest do 
uzyskania prawidłowej ekspresji genów docelowych [39]. 
W badaniach przeprowadzonych w dwóch różnych ośrod
kach, u ponad 70 chorych z wrodzoną niedoczynnością tar
czycy z różnego stopnia zaburzeniami rozwojowymi gru
czołu tarczowego pod postacią agenezji, ektopii i hipoplazji 
nie stwierdzono obecności mutacji w obrębie części kodują
cej genu TITF1/NKX2-1 [46,47]. Delecję w obrębie tego genu 
stwierdzono natomiast u jednego noworodka z ciężkim 
niedorozwojem układu oddechowego, czemu towarzyszy
ła średniego stopnia dysfunkcja tarczycy (niska jodochwyt- 
ność, wysoki poziom TSH przy prawidłowym poziomie fT4 
i wielkości gruczołu) [48], Mutacje w obrębie genu TITF1/ 
NKX2-1 zidentyfikowano także u innego dziecka z wrodzo
ną wadą układu oddechowego, zaburzeniami neurologicz
nymi pod postacią dyskinez i z podwyższonym poziomem 
TSH [49], W kilku przypadkach rodzinnej wrodzonej nie
doczynności tarczycy związanej z niewrażliwością na TSH 
stwierdzano polimorfizm genu TITF1/NKX2-1, jednak nie 
potwierdzono, by któryś z nich odpowiadał za powyższe 
schorzenie [1]. U dzieci z wrodzoną niedoczynnością tar
czycy, której towarzyszyły wady rozwojowe podniebienia, 
zidentyfikowano mutację w genie FOXEl zlokalizowaną 
w kodonie 57 domeny wiążącej DNA, powodującą zamia
nę seryny na asparaginę (Rys. 5) [50]. Mutację tę, podobnie 
jak inną, opisaną wcześniej również w domenie wiążącej 
DNA, uważa się za przyczynę tych wad rozwojowych [51], 
Nie potwierdziły się natomiast wcześniejsze przypuszcze
nia, że polimorfizm odcinka poliadenylowego genu FOXEl

Subdomena PAI Subdomena RED

Rysunek 6. M utacje genu PAX8 ze schem atycznym  przedstaw ieniem  ich lokali
zacji oraz spow odow ane nimi w rodzone zaburzenia budowy i funkcji gruczołu 
tarczowego wg. Congdon i wsp. [53],
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odpowiada za wady rozwojowe gruczołu tarczowego [52]. 
Mutacje w genie PAX8, prowadzące do upośledzenia zdol
ności transaktywacyjnych, są dość powszechnie spotykane 
w różnych postaciach wrodzonej niedoczynności tarczycy, 
jednak nie wyodrębniono jednej odpowiedzialnej za tą pa
tologię [53, 54], Wydaje się, że znaczenie mogą mieć tutaj 
inne defekty strukturalne [55]. Niemniej, zidentyfikowano 
kilka mutacji w obrębie domeny Prd wiążącej DNA, prowa
dzących zarówno do sporadycznie jak i rodzinnie występu
jących zaburzeń rozwojowych tarczycy (Rys. 6).

U D ZIA Ł C Z Y N N IK Ó W  T R A N SK R Y PC Y JN Y C H  
W  PO W STA W A N IU  RA K A  T A R C Z Y C Y

Ostatnio podkreśla się rolę tarczycowych czynników 
transkrypcyjnych w neogenezie tarczycy [1]. Ekspresja ge
nów TTF w raku brodawkowatym tarczycy wywodzącym 
się z wysoko zróżnicowanej komórki pęcherzykowej, za
zwyczaj była znacznie niższa niż w odpowiadających im 
zdrowych kontrolach. Wskazywało to na możliwość wyko
rzystania Titfl/Nkx2-1 jako markera stopnia zróżnicowania 
nowotworu. Zaburzenia ekspresji tarczycowych czynników 
transkrypcyjnych w nowotworach tarczycy współistnieją 
z upośledzeniem ekspresji genów docelowych, jak TG czy 
TPO [56]. Wskazywano nawet na możliwą rolę zaburze
nia koordynacji działania pomiędzy Titfl/Nkx2-1 i Pax8 
w procesie nowotworzenia w tarczycy. Sam czynnik Pax8 
został zakwalifikowany do grupy onkogenów. Stwierdzo
no, że czynnik ten indukował karcenogenezę w hodowlach 
komórkowych [2], W procesie tym kluczową rolę odgrywa 
zdolność wiązania DNA przez domenę Prd, która zostaje 
zaburzona w wyniku punktowej mutacji. Innym zjawi
skiem wiązanym z procesami nowotworzenia w tarczycy 
jest translokacja chromosomalna t(2; 3)(ql3; p25) w wyniku 
której dochodzi do fuzji domeny wiążącej DNA z Pax8 do 
białka PPARyl (ang. peroxisome proliferator-activated recep
tor) [57]. Stwierdzenie rearanżacji genów PAX8-PPARyl, 
zarówno w rakach pęcherzykowych tarczycy, jak i gruczo- 
lakach wyklucza jednak możliwość zastosowania tego oko- 
genu jako markera zróżnicowania nowotworów gruczołu 
tarczowego w materiale z biopsji cienkoigłowej [58, 59], Nie 
stwierdza się natomiast tej rearanżacji w rakach brodaw- 
kowatych [60]. Dotychczasowe badania nie tylko wskazują 
na regulację ekspresji genu TG przez Titfl/Nkx2-1 i Pax8 
w komórkach raka anaplastycznego i pęcherzykowego tar
czycy, ale dowodzą także, że nadekspresja jednego z tych 
czynników transkrypcyjnych przywraca zaburzoną aktyw
ność promotora genu tyreoglobuliny w tych nowotworach
[61].

PO D SU M O W A N IE

Badania ostatniej dekady, dotyczące mechanizmów kon
troli syntezy i wydzielania hormonów tarczycy, kluczowych 
dla rozwoju każdej komórki ludzkiego organizmu coraz 
wyraźniej wskazują na szczególną rolę, jaką w tych proce
sach odgrywają tarczycowo-swoiste czynniki transkryp
cyjne. Kolejne prace pozwalają coraz lepiej poznać wpływ 
tych czynników na ekspresję genów odpowiedzialnych za 
prawidłową funkcję gruczołu tarczowego, stopniowo wy
jaśniając mechanizmy molekularne tych oddziaływań. Cen
tralne miejsce, jakie zajmują te czynniki w mechanizmach

regulacji ekspresji takich genów jak TG, NIS, TSH-R, TPO, 
D IO l czy D102 wskazuje na ich istotny wpływ na rozwój, 
różnicowanie a wreszcie prawidłowe funkcjonowanie ko
mórek gruczołu tarczowego. Nie bez znaczenia są doniesie
nia świadczące, choć w niepełny jeszcze sposób, o udziale 
zaburzeń działania tarczycowych czynników transkrypcyj
nych w patogenezie wrodzonych nieprawidłowości gru
czołu tarczowego. Wydaje się również, że zyskują na zna
czeniu przesłanki, wskazujące na udział tych czynników 
w nowotworzeniu, a przez to na możliwości wykorzystania 
ich w przyszłości w diagnostyce i -  być może -  terapii no
wotworów tarczycy.
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A BSTR A C T
The thyroid hormone biosynthesis is dependent on the level of the expression and the correct action of the basic proteins involved in this 
process: TSH receptor (TSH-R), sodium-iodine symporter (NIS), thyroglobulin (Tg), thyroid peroxidase (TPO) and iodothyronine deodinases 
type 1 (Dl) and type 2 (D2). Transcription of the genes coding these proteins is regulated by TSH via cAMP cascade. Despite the thyroid- 
-specific transcription factors are necessary for the transcription regulation of TSH-R, NIS, TG, TPO, D IOl and D I02  genes. Three thyroid 
transcription factors Titfl/Nkx2-1, Foxel and Pax8 seem to be essential for thyroid development, growth and function. Disturbances of the 
expression of these transcription factors and their co-operation could be responsible for the congenital thyroid gland disorders as well as in 
thyroid cancerogenesis.
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Choroby związane z agregacją białek

STRESZC ZEN IE
śród licznych chorób, u których podstaw leży zaburzenie procesu zwijania się białek, 
na szczególną uwagę zasługują tzw. choroby agregacyjne (konformacyjne), których pa

togeneza związana jest z agregacją nieprawidłowo zwiniętych polipeptydów. Prezentowane 
opracowanie opisuje szereg przykładów takich chorób oraz podsumowuje stan obecnej wie
dzy na temat ich molekularnej patofizjologii i projektowanych strategii terapeutycznych.

W PR O W A D Z EN IE

Biosynteza białka o natywnej strukturze przestrzennej, będącej warunkiem 
koniecznym pełnienia specyficznej funkcji biologicznej, jest procesem złożonym. 
Na każdym z etapów może zdarzyć się błąd, którego konsekwencją będzie osta
teczne przyjęcie przez cząsteczkę niewłaściwej konformacji. Z nieprawidłową 
strukturą przestrzenną białka, a tym samym utratą jego funkcji, mamy do czy
nienia w przypadku bardzo dużej liczby chorób człowieka, które w języku an
gielskim określa się ogólnie, jako protein folding diseases [1]. Są wśród nich m.in. 
mukowiscydoza, zespół Marfana, wrodzona łamliwość kości typu II, czy choro
ba Taya-Sachsa [1], Jako specyficzną podgrupę zwykło się traktować choroby, 
które powstają w wyniku takiej zmiany konstytucji przestrzennej danego biał
ka, że zyskuje ono „nową funkcję" (ang. gain offunction) -  tendencję do tworze
nia agregatów. Choroby takie określa się w literaturze anglojęzycznej mianem 
konformacyjnych (ang. conformational diseases) [2]. Termin ten wydaje się być 
jednak niezbyt precyzyjny, gdyż u podłoża każdej z chorób związanych z nie
prawidłowym zwijaniem się białka leży niemożność przyjęcia przez łańcuch po- 
lipeptydowy natywnej konformacji. Ta niemożność prawidłowego zwinięcia się 
prowadzi do powstania agregatów białkowych tylko w przypadku niektórych 
chorób, które proponujemy nazwać chorobami agregacyjnymi (Rys. 1). Choć u czę
ści pacjentów odnajduje się mutacje w genach kodujących agregujące białka, to 
większość przypadków chorób agregacyjnych stanowią postacie sporadyczne 
-  niezwiązane ze znanym defektem molekularnym odpowiedniego genu [3, 4],

R Ó Ż N O R O D N O ŚĆ  CH O R Ó B A G REG A C YJN YCH

Agregaty białka, będące patognomoniczną cechą chorób agregacyjnych, mogą 
występować wewnątrz-, lub zewnątrzkomórkowo. Agregacja zewnątrzkomór- 
kowa jest związana z bardzo dużą grupą chorób, które określa się mianem amy- 
loidoz (ang. amyloidoses) [5]. Jest to grupa heterogenna pod względem objawów 
oraz tkankowego umiejscowienia agregatów (lokalne, lub ogólnoustrojowe).

Jednak w każdym 
przypadku analiza 
h is to p a to lo g ic z n a  
pozwala stwierdzić 
obecność tzw. włó
kien amyloidowych 
(ang. amyloid fibrils). 
Pomimo biochemicz
nej różnorodności 
białek zdolnych do 
tworzenia agrega
tów amyloidowych, 
włókna amyloido- 
we posiadają pew
ne charakterystycz
ne, unikalne cechy.

Rysunek 1. Schem at obrazujący etapy powstawania agregatów białkow ych, A m y l o i d  barwi się 
będących patognom oniczną cechą chorób agregacyjnych. Czerwienią KongO
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(ang. positive Congophilia), wykazując dwójłomność (ang. 
birefringence) w świetle spolaryzowanym. Wynika to z wy
soce zorganizowanej, symetrycznej budowy amyloidu, 
w którym dominują struktury drugorzędowe typu p [6], 
W zaproponowanym ostatnio systemie klasyfikacji chorób 
agregacyjnych za istotną cechę amyloidu uznaje się dodat
kowo obecność w agregatach charakterystycznych białek: 
surowiczego amyloidu P (SAP, ang. serum amyloid P), apoli- 
poroteiny E (ApoE) oraz perlekanu (proteoglikanu hepara- 
nosiarczanowego) [7].

W przypadku chorób, którym towarzyszy wyłącznie we
wnątrzkomórkowa agregacja, próba z czerwienią Kongo 
daje wynik negatywny, a w agregatach nie stwierdza się 
surowiczego amyloidu P, apolipoproteiny E, lub perleka
nu (agregaty te nie mają charakteru amyloidu) [7]. Jest to 
bardzo niejednorodna grupa schorzeń. Obejmuje ona m.in. 
stwardnienie zanikowe boczne (ALS, ang. amyotrophic lateral 
sclerosis), tzw. choroby poliglutaminowe związane z patolo
gicznym wydłużeniem ciągów poliglutaminowych w biał
kowych produktach niektórych genów oraz serpinopatie 
(ang. serpin, serine protease inhibitor) -  choroby agregacyjne 
związane z agregacją białek należących do nadrodziny ser
pin [8], Rozróżnienie amyloid/nie-amyloid jest częstą przy
czyną nieporozumień. Białka nie tworzące amyloidu in vivo, 
mogą w warunkach in vitro wykazywać wszystkie cechy 
amyloidu. Dla takich przypadków zaproponowano termin 
amylog (ang. amyloid homolog, „amyloid-like"). Określenie 
„amyloid" powinno być stosowane wobec struktur obser
wowanych in vivo [7],

RODZINNA POLINEUROPATIA AMYLOIDOWA

Rodzinna polineuropatia amyloidowa (FAP, ang. familial 
amyloid polyneuropathy) to amyloidoza (agregaty mają ce
chy amyloidu), należąca do chorób neurodegeneracyjnych. 
Schorzenie to dziedziczy się w sposób autosomalny domi
nujący1. Objawy choroby (m.in. zaburzenia czucia, ogólne 
osłabienie, impotencja, zaburzenie pracy układu pokarmo
wego oraz pęcherza moczowego) związane są z agregacją 
zmutowanej formy białka transtyretyny (TTR, ang. transthy
retin) [10]. Transtyretyna jest fizjologicznym przenośnikiem 
tyroksyny oraz retinolu (poprzez oddziaływanie z białkiem 
wiążącym retinol). Głównymi miejscami syntezy transtyre
tyny są wątroba oraz sploty naczyniówkowe mózgu. Agre
gaty amyloidowe stwierdza się przede wszystkim w ob
rębie obwodowego układu nerwowego (agregacja zewną- 
trzkomórkowa, szczególnie w śródnerwiu: blisko komórek 
Schwanna oraz włókien kolagenowych), ale nie w miąższu 
wątroby, czy w mózgu -  amyloid nie powstaje w miejscu 
syntezy transtyretyny [10].

Niezmutowana transtyretyna, podobnie jak prawidłowe 
formy białek takich jak np. amylina (IAPP, ang. islet amyloid 
polypeptide), przedsionkowy peptyd natriuretyczny (ANF, 
ang. atrial natriuretic factor) oraz apolipoproteina A l (Apo- 
A l), wykazuje tendencję do tworzenia amyloidu korelującą 
pozytywnie z wiekiem pacjenta. Uważa się to za naturalny 
przejaw procesu starzenia się organizmu [11], Natomiast

1 Zmutowana forma transtyretyny jest także składnikiem amyloidu w przebiegu rodzinnej 
kardiomiopatii amyloidowej (FAC, ang. familial amyloid cardiomyopathy) [9 ] .

rozwój rodzinnej polineuropatii amyloidowej związany jest 
z obecnością mutacji w genie TTR [12]. Amyloid składający 
się z nieprawidłowej formy białka powstaje dużo łatwiej, 
a niektóre mutacje (np. L55P) określane są jako szczegól
nie „agresywne" [13], Mechanizm powstawania amyloidu 
w przebiegu rodzinnej polineuropatii amyloidowej nie zo
stał całkowicie wyjaśniony. Wydaje się, że zmutowane biał
ko wykazuje zdolność tworzenia włókien amyloidowych 
w warunkach, w których prawidłowa forma białka pozo
staje stabilna [13]. Monomery różnych wariantów białka 
transtyretyny posiadają niejednakową stabilność konforma- 
cyjną (np. wt>V30M>L55P). Im mniejsza jest owa stabilność, 
tym łatwiej powstają częściowo rozwinięte (ang. partially 
unfolded) prekursory włókien amyloidowych, a tym samym 
rośnie prawdopodobieństwo powstania amyloidu [14]. Po
nadto, próbując wyjaśnić wysoki amyloidogenny potencjał 
transtyretyny wskazuje się na znaczny udział struktur typu 
P, tak w białku o natywnej konformacji [14], jak i w prekur
sorach amyloidu [10].

Jednym z najważniejszych odkryć było określenie formy 
strukturalnej, w jakiej transtyretyna wykazuje właściwości 
cytotoksyczne. Okazało się, że dojrzały amyloid nie oddzia
ły wuje negatywnie na komórki [15]. To wczesne agregaty 
transtyretyny (ang. early nonfibrillar aggregates), nie barwią
ce się czerwienią Kongo (nie mające charakteru amyloidu), 
były toksyczne dla komórek -  powodowały in vitro aktywa
cję kaspazy-3, kluczowego enzymu efektorowego w prze
biegu apoptozy. Ponadto, w materiale z biopsji od pacjen
tów bezobjawowych, ale posiadających w tkankach wczesne 
agregaty transtyretyny (tzw. pacjenci FAPO czyli wczesny 
etap rodzinnej polineuropatii amyloidowej), stwierdzono 
podwyższoną ekspresję czynnika stymulującego tworze
nie kolonii makrofagów (MCSF, ang. macrophage colony-sti
mulating factor). Mogłoby to sugerować stres komórkowy 
związany z przebiegiem procesu zapalnego [15]. Opisane 
powyżej zjawiska to etap efektorowy bardziej ogólnego me
chanizmu komórkowego, którego proces inicjacji pozostaje 
nie wyjaśniony. Wydaje się jednak, że ważną rolę mógłby 
pełnić receptor komórkowy RAGE (ang. receptor fo r  advanced 
glycation end products), oddziałujący z bogatymi w struktury 
P agregatami białkowymi. Wykazano, że Ugandami recepto
ra RAGE są m.in. surowiczy amyloid P oraz amyloid p (Ap)
[16]. Poziom ekspresji genu kodującego receptor RAGE 
jest podwyższony w tkankach pacjentów z rodzinną poli- 
neuropatią amyloidową [17] (również u tych na wczesnym 
etapie choroby [18]) i koreluje pozytywnie ze stopniem za
awansowania choroby [18]. Wykazano, że mechanizmy ko
mórkowe, w których mógłby pośredniczyć RAGE [17], od
powiadające za cytotoksyczność agregatów transtyretyny, 
były aktywne już u pacjentów na wczesnym etapie choroby 
[18]. Przyjmuje się, że opisany stres komórkowy, istniejący 
jeszcze w przedobjawowym stadium choroby, ma związek 
z powstawaniem nieamyloidowych, wczesnych agregatów 
oddziałujących toksycznie na neurony [10].

CHOROBA ALZHEIMERA

Choroba Alzheimera (AD, ang. Alzheimer's disease) jest 
zespołem otępiennym o charakterystycznym obrazie kli
nicznym. Proces otępienia prowadzi do całkowitej nie
pełnosprawności pacjenta, tak psychicznej, jak i fizycznej.
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Bezpośrednim powodem śmierci są zwykle wtórne infekcje 
(np. zapalenie płuc) [19]. Obecnie brak biochemicznego lub 
genetycznego testu umożliwiającego wiarygodną diagnozę 
choroby. Rozpoznanie postawione za życia pacjenta może 
być potwierdzone w sposób pewny dopiero po jego śmier
ci (ang. definite AD). W badaniu post mortem u większości 
pacjentów wykrywa się tzw. płytki starcze (SP, ang sende 
plaques) oraz sploty (zwyrodnienia) neurofibrylarne (NFT, 
ang. neurofibrillary tangles). Głównym składnikiem płytek 
starczych jest amyloid p (Ap) -  peptyd powstający z prekur
sora APP (ang. amyloid beta A4 precursor protein), tworzący 
agregaty z dominacją drugorzędowych struktur typu p [6]. 
Natomiast kluczowym składnikiem splotów neurofibrylar- 
nych jest hiperfosforylowane białko tau (i, MAPT, ang. mi- 
crotubule associated protein tau) [20].

Jak wspomniano, cząsteczka Ap powstaje w wyniku ogra
niczonej proteolizy prekursora APP. APP jest glikoproteiną 
[21], białkiem błonowym typu I, którego większa część zlo
kalizowana jest w świetle organelli komórkowych lub eks
ponowana na zewnątrz komórki. Amyloid p obejmuje część 
sekwencji aminokwasowej domeny transbłonowej oraz kil
kadziesiąt reszt aminokwasowych zewnątrzkomórkowej 
części prekursora. Przedziałem komórkowym, który zdaje 
się dostarczać większość Ap jest aparat Golgiego (część trans
-  TGN, ang. trans-Golgi network) [21]. Powstanie Ap wyma
ga aktywności sekretaz p i y. Aktywność sekretazy p (BA- 
CE1, ang. beta-site amyloid beta A4 precursor protein-cleaving 
enzyme), zidentyfikowanej jako proteaza aspartylowa [22], 
prowadzi do powstania rozpuszczalnej cząsteczki APPsp 
(ang. soluble). Dodatkowe cięcie proteolityczne z udziałem 
sekretazy y uwalnia cząsteczki Ap o długości 40 lub 42 ami
nokwasów (Ap40/Ap42; różnica polega na braku/obecno
ści dwóch hydrofobowych aminokwasów: Ile, Ala). W po- 
sttranslacyjnej obróbce APP może też brać udział sekretaza 
a. Jej aktywność uniemożliwia powstawanie cząsteczek Ap 
(enzym tnie w obrębie sekwencji aminokwasowej Ap) [23],

Najważniejszym czynnikiem ryzyka dla zachorowania 
na chorobę Alzheimera jest wiek [3], W części przypadków 
rodzinnej postaci choroby identyfikuje się mutację w jed
nym z genów: APP, PSEN1 lub PSEN2 [3], Dwa ostatnie 
kodują preseniliny -  białka kluczowe dla aktywności se
kretazy y [24], Mutacje w wymienionych genach powodują 
zwiększenie całkowitej produkcji Ap, bądź zmieniają stosu
nek Ap42/ Ap40 na korzyść formy Ap42, wykazującej więk
szy potencjał tworzenia agregatów amyloidowych [6] (dla 
porównania [25]). Jednak najczęstsza jest sporadyczna for
ma choroby Alzheimera, niezwiązana ze znanym defektem 
genetycznym [19]. Od wielu lat wiadomo, że Ap ma wła
ściwości neurotoksyczne. Mimo to, nie udało się wyjaśnić, 
w jaki sposób dochodzi do progresywnego zaniku funkcji 
poznawczych w przebiegu choroby Alzheimera. Trudnym 
do wytłumaczenia pozostawał również fakt obecności Ap 
w płynie mózgowo-rdzeniowym oraz surowicy krwi zdro
wych osób [26]. Zadawano pytanie o możliwość istnienia 
naturalnej fizjologicznej funkcji Ap, szczególnie że APP 
oraz cytoplazmatyczny fragment prekursora uwalniany 
przez sekretazę y wydają się taką funkcję mieć [27, 28]. Jest 
coraz więcej dowodów na to, że nie sama neurotoksyczność 
Ap odpowiada za rozwój objawów choroby Alzheimera
-  w mysim modelu choroby regresja funkcji poznawczych

wydaje się następować przed, lub niezależnie od śmierci 
neuronów [5], Jest to zgodne z wczesnymi doniesieniami
0 braku lub słabej korelacji między ilością amyloidu a ob
jawami otępienia [29, 30]. Propozycję wyjaśnienia neuro- 
toksycznych właściwości rozpuszczalnej formy Ap znaleźć 
można w ostatnich doniesieniach o fizjologicznej roli Ap 
[31]. Opisano istnienie neuronalnego mechanizmu home- 
ostatycznego, w którym aktywność komórek nerwowych 
stymuluje powstawanie Ap, zaś rosnące lokalnie stężenie 
peptydu obniża pobudzające przekaźnictwo synaptyczne. 
Sugeruje się, że zaburzenie opisanej pętli ujemnego sprzęże
nia zwrotnego ma znaczący udział w patogenezie choroby 
Alzheimera [31].

Ze względu na obecność splotów neurofibrylarnych 
w mózgach pacjentów z chorobą Alzheimera, chorobę tę 
rozpatruje się jako przykład tauopatii. Obecność białka tau 
w neuronach jest warunkiem koniecznym dla zainicjowania 
procesu neurodegeneracyjnego w odpowiedzi na Ap [32], 
Komórki pozbawione tau posiadają bardziej dynamiczny 
cytoszkielet mikrotubularny i są niewrażliwe na Ap [32], 
Nadekspresja tau w neuronach prowadzi do zablokowa
nia transportu mikrotubularnego zależnego od kinezyny 
(w kierunku końca „+" mikrotubul, a więc w kierunku wy
pustek neuronu), w związku z czym przeważać zaczyna 
transport zależny od dyneiny (w kierunku perykarionu) 
[33], Rezultatem jest zatrzymanie mitochondriów, peroksy- 
somów i siateczki śródplazmatycznej (ER, ang. endoplasmic 
reticulum) w centrum neuronu. Komórka staje się wrażliwa 
na stres oksydacyjny, co sprzyja jej degeneracji. W centrum 
neuronu retencji ulegają także pęcherzyki przenoszące APP. 
Sprzyjałoby to powstawaniu Ap, z drugiej strony ogranicza
jąc jego dostępność w synapsie (porównaj [31]). Ponieważ 
hiperfosforylacja tau prowadzi do jego agregacji [34], ko
mórka mogłaby wykorzystywać ten proces, by ochronić się 
przed skutkami nadmiaru białka tau [33]. Agregacja białka 
tau pełniłaby więc rolę neuroprotekcyjną.

CHOROBA HUNTINGTONA

Choroba Huntingtona (HD, ang. Huntington's disease) 
należy do grupy schorzeń związanych z obecnością muta
cji dynamicznych, polegających na zwielokrotnieniu liczby 
powtórzeń kodonu CAG, kodującego glutaminę (—>Gln, 
Q) (ang. CAG expansion diseases, glutamine repeat diseases). 
Zalicza się tu wiele innych chorób neurodegeneracyjnych: 
opuszkowo-rdzeniowy zanik mięśni (SBMA ang. spinał and 
bulbar muscular atrophy), zanik jąder zębatych, gałek bladych
1 ciał podwzgórzowych (DRPLA, ang. dentatorubral and pal- 
lidoluysian atrophy) oraz wiele ataksji rdzeniowo-móżdżko- 
wych (SCA, ang. spinocerebellar ataxia) [35]. Podobieństwo 
sekwencji nukleotydowej między genami, w których mu
tacje związane są z wystąpieniem wspomnianych chorób, 
ogranicza się jedynie do regionu zawierającego powtórzenie 
(CAG)n [36], Ponadto, w każdym z przypadków neurodege- 
neracja dotyczy innej populacji neuronów, zaś choroba ma 
specyficzny tylko dla siebie obraz kliniczny [36], Przyjmuje 
się, że przekroczenie pewnej liczby powtórzeń CAG stano
wi o zwiększonym prawdopodobieństwie zachorowania.

Choroba Huntingtona dziedziczy się autosomalnie domi- 
nująco. Ujawnia się zwykle u osób w czwartej lub piątej de
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kadzie życia i charakteryzuje się postępującymi objawami 
otępiennymi. Zmiany degeneracyjne obserwuje się przede 
wszystkim w obrębie prążkowia [35], „Patogenne" wydłu
żenie ciągu (CAG)n dotyczy sekwencji genu HD, kodującego 
białko huntingtynę (htt, ang. huntingtin) [37], Huntingtyna 
jest cytoplazmatycznym białkiem o niezdefiniowanej funk
cji [38]. Choć gen HD ulega ekspresji w wielu tkankach or
ganizmu, proces degeneracyjny dotyczy centralnego ukła
du nerwowego. W badaniu post mortem mózgów pacjentów 
z chorobą Huntingtona stwierdza się obecność agregatów 
huntingtyny. W hodowli komórkowej białko pełnej długości 
nie tworzy agregatów -  bez względu na długość ciągu poli- 
glutaminowego [39], Liczne agregaty -  tak cytoplazmatycz- 
ne, jak i jądrowe -  tworzone są natomiast przez N-końcowe 
fragmenty huntingtyny [39]. Wewnątrzjądrowe agregaty 
huntingtyny u pacjentów z chorobą Huntingtona również 
składają się z N-końcowych fragmentów białka [40] (Rys. 
2). Przyjmuje się, że aktywność komórkowych proteaz (ka- 
spaz [41]) prowadzi do powstania krótszych fragmentów 
białkowych, zdolnych do akumulacji na terenie jądra. Rola 
agregacji w patogenezie choroby Huntingtona pozostaje 
niewyjaśniona. Wiadomo, że wiek wystąpienia pierwszych 
objawów obniża się, zaś objawy ulegają nasileniu wraz ze 
wzrostem liczby powtórzeń CAG [42], Z drugiej strony ba
dania in vitro peptydów poliglutaminowych (Qn) pozwalają 
przypuszczać, że wzrost liczby powtórzeń CAG intensyfi
kuje proces agregacji białka [42], Najszerzej dyskutowana 
hipoteza sekwestracji (ang. sequestration hypothesis [43]) za
kłada, że agregaty mogłyby działać jako rodzaj „pułapki", 
w którą „wpadałyby" m.in. białka zawierające ciągi Q n (na 
zasadzie oddziaływań homotypowych [44]) [45]. Wśród 
białek posiadających ciągi Qn jest wiele czynników trans- 
krypcyjnych, w tym także związanych z chorobami agrega- 
cyjnymi (np. opuszkowo-rdzeniowy zanik mięśni) [42], Nie 
było więc zaskoczeniem stwierdzenie zaburzeń ekspresji 
różnych genów w komórkach eksprymujących zmutowane 
formy huntingtyny [46]. Szczególne znaczenie w patoge
nezie choroby Huntingtona przypisuje się dwóm szlakom 
regulacji transkrypcji: zależnemu od elementu (DNA) od
powiedzi na cAMP (CRE; ang. cAMP-response element) [47] 
i zależnemu od białka Sp l (ang. specificity protein 1) [48]. 
Analiza domenowej struktury białka huntingtyny, zwierzę
cych modeli choroby Huntingtona oraz nokautów genu HD 
sugeruje zaangażowanie huntingtyny w wiele procesów 
komórkowych. Zaproponowano udział huntingtyny m.in. 
w regulacji ekspresji informacji genetycznej, transporcie pę
cherzykowym, apoptozie (jako czynnik antyapoptotyczny), 
endocytozie, morfogenezie i sygnalizacji komórkowej [38], 
Można zakładać, że funkcjonalny deficyt białka, będący 
skutkiem utworzenia agregatów, prowadzi do zaburzenia 
funkcji komórkowych, stanowiąc dodatkowy wkład w pro
ces rozwoju objawów choroby.

STWARDNIENIE ZANIKOWE BOCZNE

Stwardnienie zanikowe boczne (ALS, ang. amyotrophic 
lateral sclerosis) jest chorobą neurodegeneracyjną, w prze
biegu której dochodzi do degeneracji motoneuronów ob
wodowych i ośrodkowych. Choroba objawia się zanikiem 
mięśni, osłabieniem oraz drżeniem mięśniowym [49], 5-10% 
wszystkich przypadków stwardnienia zanikowego boczne
go to przypadki rodzinne (fALS, ang. familial ALS). U ok.

R ysunek 2. W ew nątrzjądrowe agregaty N-końcowego fragmentu huntingtyny, za
wierającego ciąg 75Q (analiza fluorescencyjna transfekowanych kom órek IB3-1).

20% pacjentów z rodzinną postacią stwardnienia zaniko
wego bocznego identyfikuje się mutację w genie SOD1, 
kodującym cynkowo-miedziową dysmutazę nadlenkową 
(CuZnSOD, ang. copper-zinc superoxide dismutase) -  główny 
komórkowy enzym anty oksydacyjny [49]. W większości 
przypadków choroba dziedziczy się autosomalnie dominu- 
jąco [49].

Hipotezy dotyczące molekularnej patogenezy stward
nienia zanikowego bocznego dzielą się na dwie grupy: (1) 
akcentujące udział aktywnych form tlenu (ROS, ang. reactive 
oxygen species) [49] oraz (2) kładące nacisk na fakt wewnątrz
komórkowej agregacji białka CuZnSOD [50]. Agregaty Cu
ZnSOD stwierdzano wielokrotnie zarówno u pacjentów ze 
stwardnieniem zanikowym bocznym [51, 52], jak i w tkan
kach myszy stanowiących model choroby [53, 54], U myszy 
stanowiących model zwierzęcy rodzinnej postaci stwardnie
nia zanikowego bocznego powstawanie agregatów obser
wowano w obrębie tkanek mózgu i rdzenia kręgowego. Nie 
stwierdzano ich w tkankach innych, niż nerwowa, pomimo 
porównywalnego poziomu ekspresji zmutowanego białka
[54], Ponadto, znaleziono pozytywną korelację pomiędzy 
wiekiem myszy a ilością agregatów CuZnSOD obecnych 
w mózgu i rdzeniu kręgowym [54], Wydaje się, że CuZn
SOD tworzy agregaty specyficznego typu -  tzw. agresomy
[55], Okazało się, że proces powstawania agresomów CuZn
SOD jest co najmniej dwustopniowy. W piewszej kolejności 
powstają mniejsze agregaty, zwane przez Johnston i wsp. 
IPC (ang. insoluble protein complexes) [55], które następnie, 
dzięki transportowi zależnemu od mikrotubul, skupiają 
się w większe struktury -  właściwe agresomy -  w obrębie 
komórkowego centrum organizacji mikrotubul. Równie ty
powe dla agresomu CuZnSOD było otoczenie zagregowa
nego białka „klatką" zbudowaną z filamentów pośrednich 
cytoszkieletu. Czasami obserwowano w agregatach CuZn
SOD obecność prawidłowej formy białka. Wydaje się jed
nak, że nie był to warunek konieczny powstania agregatu,
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a prawidłowy wariant białka nie odgrywał roli w stabilizacji 
wariantu zmutowanego. Znaczenie opisanego faktu pozo
staje nieznane [53]. Jednak agresomy CuZnSOD to nie jedy
ny rodzaj agregatów znajdowany w tkankach pacjentów ze 
stwardnieniem zanikowym bocznym. Dodatkowo wyróżnia 
się m.in. ciała Buniny (BB, ang. Bunina bodies), agregaty typu 
SLI (ang. skein-like inclusions; ang. skein = kłąb, plątanina) 
oraz ciała szkliste (HCI, ang. hyaline conglomerate inclusions, 
hyaline bodies) (pełna lista form agregacji białka odnajdywa
nych w stwardnieniu zanikowym bocznym [49]).

NIEDOBÓR ANTYTRYPSYNY Al

Antytrypsyna a l  (AAT, ang. al-antitrypsin  [56]) jest gli- 
koproteiną ostrej fazy reakcji zapalnej, inhibitorem proteaz 
serynowych należącym do nadrodziny serpin [8]. Główną 
funkcją antytrypsyny a l  wydaje się być ochrona tkanek 
przed aktywnością elastazy neutrofilowej [56]. Mutacje 
w genie SERPINA1, kodującym antytrypsynę a l ,  mogą być 
przyczyną niedoboru tego inhibitora. Najsilniejsza mani
festacja objawów klinicznych związana jest z obecnością 
wariantu białka określanego jako PiZ (E342K). Homo zy
goty PiZ/PiZ zachowują w surowicy jedynie 10-15% ilości 
antytrypsyny a l ,  typowej dla osób z prawidłowymi alle- 
lami genu [57], Niedobór antytrypsyny a l  wynika z faktu 
agregacji wariantu PiZ w świetle szorstkiej siateczki śród- 
plazmatycznej hepatocytów -  głównego miejsca syntezy 
inhibitora [58]. Obecność agregatów sprzyja rozwojowi za
palenia wątroby, marskości wątroby oraz raka wątrobowo- 
komórkowego [56], Agregaty wariantu PiZ antytrypsyny 
a l  obserwuje się także w obrębie tkanki płucnej, co wiąże 
się z powstaniem objawów rozedmy [59], Pozostaje do wy
jaśnienia, w jaki sposób powstawanie agregatów w tkance 
wątroby związane jest ze śmiercią hepatocytów. Wiado
mo, że agregaty płucne sprzyjają powstaniu stanu zapal
nego, zaburzając równowagę proteazowo-antyproteazową 
w tkance płucnej [56]. Ponadto, pełnią one rolę chemoatrak- 
tanta względem komórek neutrofilowych [60]. Molekular
ny mechanizm aktywności inhibitorowej antytrypsyny a l  
czyni cząsteczkę wrażliwą na zmiany struktury przestrzen
nej. W normalnych warunkach cząsteczka proteazy wiąże 
się z antytrypsyną a l  dzięki ekspozycji przez antytrypsynę 
a l  reaktywnej, ruchliwej pętli, która stanowi pseudosub- 
strat -  „przynętę" dla proteazy. Następująca po hydrolizie 
zmiana konformacyjna prowadzi do „scalenia" obu cząste
czek, a powstający kompleks jest usuwany z krwioobiegu. 
Wariant PiZ jest niestabilny konformacyjnie. Zmiana kon
formacyjna, wywoływana w normalnych warunkach przez 
proteazę, może mieć teraz miejsce także podczas oddziały
wania wariantu PiZ z drugą cząsteczką serpiny. Efektem 
jest zainicjowanie agregacji nieprawidłowego wariantu 
białka [61]. Kilka lat temu zidentyfikowano nową jednostkę 
chorobową -  rodzinną encefalopatię z inkluzjami neuroser- 
piny (FENIB, ang.familial encephalopathy with serpin inclusion 
bodies) [62], Cechą charakterystyczną choroby jest obecność 
tzw. ciał Collinsa w tkankach mózgu. Ciała Collinsa to agre
gaty białkowe, których głównym składnikiem jest neuro- 
serpina kodowana przez gen SERPINI1. Ciała Collinsa są 
bardzo podobne do agregatów wariantu PiZ cząsteczek an
tytrypsyny a l  odnajdywanych w hepatocytach [62],

CHOROBA PARKINSONA

Choroba Parkinsona (PD, ang. Parkinson's disease) jest 
kolejnym, spośród opisywanych, schorzeniem neurode- 
generacyjnym. Wśród klasycznych objawów klinicznych 
wymienia się drżenie spoczynkowe, sztywność oraz spo
wolnienie ruchowe [63]. W badaniu neuropatologicznym 
stwierdza się utratę dopaminergicznych neuronów części 
zbitej istoty czarnej (SNC; substantia nigra pars compacta) 
oraz obecność wewnątrzkomórkowych -  cytoplazmatycz- 
nych i/lub jądrowych (dyskusyjne, [64-66]) agregatów biał
kowych, zwanych ciałami Lewy'ego (LB, ang. Lewy bodies). 
Ciała Lewy'ego nie są specyficzne dla choroby Parkinso
na. Stwierdza się je m.in. w otępieniu z ciałami Lewy'ego 
(DLB, ang. dementia with Lewy bodies), czystej niewydolności 
autonomicznej (PAF, ang. pure autonomie failure), ale tak
że u niektórych pacjentów z chorobą Alzheimera [67, 68], 
Głównym składnikiem ciał Lewy'ego jest białko synukleina 
a  (aSYN, ang. a-synuclein; in synapses and nuclear envelope) 
[67], Podgrupę chorób neurodegeneracyjnych charaktery
zujących się obecnością agregatów nierozpuszczalnej for
my białka synukleiny a  (a więc także choroby, w których 
obrazie histopatologicznym występują ciała Lewy'ego) 
nazywa się synukleinopatiami [67]. Przykładem synu- 
kleinopatii jest również zanik wieloukładowy (MSA, ang. 
multiple system atrophy). W obrazie neuropatologicznym tej 
choroby stwierdza się obecność agregatów w cytoplazmie 
komórek glejowych (GCI, ang. glial cytoplasmic inclusions) 
w wielu obszarach mózgu. Wspomniane agregaty, oprócz 
synukleiny a, zawierają także białko tau oraz ubikwitynę. 
W przypadku zaniku wieloukładowego zwykle nie odnaj
duje się neuropatologii typu ciał Lewy'ego [67], Białko sy
nukleina a jest członkiem rodziny synuklein [66], którego 
fizjologiczna funkcja pozostaje niewyjaśniona. Wydaje się, 
że mogłoby ono odgrywać rolę m.in. w zjawisku plastycz
ności synaptycznej, metabolizmie lipidów, odpowiedzi im
munologicznej oraz w regulowaniu funkcji białka tau [66], 
Pewny jest natomiast udział synukleiny a w patomechani- 
zmie powstawania choroby Parkinsona. W kilku przypad
kach rodzinnej postaci PD wykryto mutacje w genie SNCA, 
kodującym synukleinę a [63, 69]. Agregacja synukleiny 
a  znajduje się prawdopodobnie na końcu łańcucha zdarzeń 
prowadzących do rozwoju choroby Parkinsona. Uważa się, 
że synukleina a  to potencjalny, kluczowy regulator metabo
lizmu dopaminy [70]. Wykazano, że funkcjonalny deficyt 
synukleiny a, pojawiający się jako rezultat agregacji białka, 
prowadzić może do wzrostu wewnątrzkomórkowego stę
żenia dopaminy [71-73], co wywołuje efekt neurotoksyczny 
związany m.in. z aktywnymi formami tlenu. Tłumaczyłoby 
to specyficzną utratę neuronów dopaminergicznych czę
ści zbitej istoty czarnej, odpowiedzialną za wiele objawów 
choroby Parkinsona [74]. Niewyjaśnione pozostają jednak 
okoliczności, w jakich dochodzi do agregacji synukleiny a. 
Intuicyjnie oczywiste przypuszczenie, że mutacje w genie 
SNCA zwiększają prawdopodobieństwo agregacji białko
wego produktu genu okazało się prawdziwe w badaniach 
in vitro [75], W badaniach in vivo zmutowane formy białka 
wydają się wykazywać zwiększoną neurotoksyczność [76]. 
Jednak większość pacjentów z chorobą Parkinsona cierpi 
na jej postać sporadyczną -  nie stwierdza się u nich mutacji 
w genie SNCA [4]. W stanie natywnym synukleina a  posia
da rozwiniętą, nie zdefiniowaną konformacyjnie struktu
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rę przestrzenną (ang. natively or intńnsically unfolded) [77]. 
Wydaje się to być kluczem dla zrozumienia łatwości, z jaką 
różne formy synukleiny a  mogą ulegać agregacji. Przyj
muje się, że labilne konformacyjnie białko jest szczególnie 
wrażliwe na zmiany parametrów opisujących środowisko 
wewnątrzkomórkowe [66], Wiele uwagi poświęcono inhi
bitorom mitochondrialnego kompleksu I [4], Stresowi oksy
dacyjnemu, wywołanemu ich zastosowaniem, towarzyszy 
powstawanie wewnątrzkomórkowych struktur podobnych 
do ciał Lewy'ego, zawierających synukleinę a  [65], Kolejna 
z hipotez dotyczy zaburzenia równowagi pomiędzy ko
mórkową pulą synukleiny a  a układem proteasomu. Jest 
ona uwiarygadniana m.in. poprzez fakt zidentyfikowa
nia mutacji w genach PARK2 oraz UCHL1 w rodzinnych 
przypadkach choroby Parkinsona [63]. Produkty białkowe 
wspomnianych genów to, odpowiednio, parkina -  będąca 
ligazą E3 ubikwityna-białko, oraz UCHL1 -  C-terminalna 
hydrolaza ubikwitynowa LI [63]. Wykazano ponadto, że 
zagregowana forma synukleiny a  jest silnym inhibitorem 
funkcji proteasomu [78]. Choć synukleina a nie jest substra- 
tem parkiny [79], to wydają się one oddziaływać ze sobą po
przez inne białka, takie jak synfilinal, bez której powstanie 
agregatów synukleiny a  jest niemożliwe [64], Pozostaje do 
wyjaśnienia, czy agregaty są główną patogenną formą sy
nukleiny a [4],

CHOROBY PRIONOWE

Definicja prionu (ang. proteinaceous and infectious) budzi 
kontrowersje do dziś. Najczęściej priony określa się jako 
zakaźne białka lub zakaźne cząstki białkopodobne (ang. 
proteinaceous) nie zawierające kwasu nukleinowego (dys
kusja w [80]). Są one przyczyną chorób prionowych, zwa
nych inaczej pasażowalnymi encefalopatiami gąbczastymi 
(ang. TSE, transmissible spongiform encephalopathies). Do en
cefalopatii gąbczastych występujących u ludzi2 zalicza się: 
kuru, warianty choroby Creutzfeldta-Jakoba (CJD, ang. 
Creutzfeldt-Jakob disease), chorobę Gerstmanna-Strausslera- 
-Scheinkera (GSS, ang. Gerstmann-Straussler-Scheinker di
sease) oraz śmiertelną rodzinną bezsenność (FFI, ang. fatal 
familial insomnia). Ludzkie pasażowalne encefalopatię gąb
czaste występują w jednej z trzech postaci: rodzinnej, spo
radycznej, lub zakaźnej. Wśród dominujących objawów 
zawsze wskazuje się na postępujące otępienie oraz ataksję. 
Na poziomie tkanki stwierdza się zwyrodnienie gąbczaste 
istoty białej mózgu, któremu towarzyszy rozległy rozrost 
astrogleju oraz obecność agregatów jednej z izoform białka 
prionowego PrP (ang. prion protein) [82], Rodzinne postacie 
choroby Creutzfeldta-Jakoba, choroby Gerstmanna-Straus- 
slera-Scheinkera oraz śmiertelnej rodzinnej bezsenności 
związane są z mutacjami w genie PRNP, kodującym białko 
PrP. Białko to jest glikoproteiną błonową, syntetyzowaną 
nie tylko w tkankach układu nerwowego, ale także w wy
branych narządach układów pokarmowego, oddechowego 
i moczowo-płciowego [83], W fizjologicznych warunkach 
białko zakotwiczone jest po zewnętrznej stronie plazma- 
lemmy [82], Natomiast patognomoniczną cechą chorób 
prionowych jest obecność agregatów białka PrP [80]. Obec

nie brak przekonywających dowodów na obecność kwasu 
nukleinowego w cząstkach prionowych -  za zakaźny cha
rakter chorób prionowych wydaje się odpowiadać jedynie 
białko [80], Agregaty tworzy izoforma PrP określana jako 
Prpn?s r̂eS/ ang resistanP) różniąca się od prawidłowej for
my białka -  określanej jako PrPc (c, ang. cellular) -  większą 
opornością na działanie proteaz oraz obniżoną rozpusz
czalnością w łagodnych detergentach. Wszystko to za spra
wą zmiany konformacyjnej, która nie musi być związana 
z jednoczesną zmianą struktury pierwszorzędowej białka 
PrP (sporadyczne przypadki pasażowalnych encefalopatii 
gąbczastych nie wynikają z mutacji w genie PRNP). Z dru
giej strony fakt destabilizacji struktury przestrzennej białka 
PrP przez mutacje typowe dla rodzinnych postaci pasażo
walnych encefalopatii gąbczastych nie został jednoznacznie 
dowiedziony (dyskusja w [85]). Obecnie przyjmuje się, że 
właśnie zmiana konformacyjna (konwersja) w strukturze 
białka PrP leży u podstaw molekularnego mechanizmu pa
togenezy w chorobach prionowych. W przypadku scrapie, 
czyli encefalopatii gąbczastej owiec, kóz i muflonów, zmia
na konformacyjna PrPc—»PrP50 związana jest ze wzrostem 
udziału drugorzędowych struktur przestrzennych typu 
P (3%—>43%), kosztem struktur a-helikalnych (42% —>30%) 
[86]. Przyjmuje się, że konwersja wymaga bezpośredniego 
oddziaływania pomiędzy PrPsen i PrPres, gdzie PrPres „wy
musza" zmianę konformacyjną na PrPsen. Tego typu reakcję 
opisywano wielokrotnie in vitro (np. [87]). Dla wyjaśnienia 
patogenezy pasażowalnych encefalopatii gąbczastych waż
ne będzie zrozumienie roli biologicznych kofaktorów (np. 
glukozoaminoglikanów [84], ssRNA [88]), stymulujących 
przebieg konwersji in vivo i wymaganych dla podniesie
nia efektywności procesu in vitro. Mechanizm patogenezy 
w chorobach prionowych pozostaje niewyjaśniony. Możli
we jest, że agregaty białka prionowego są toksyczne same 
w sobie, indukując apoptozę neuronów. Z drugiej strony 
PrPc wydaje się spełniać wiele funkcji neuroprotekcyjnych. 
Natywne białko ma właściwości antyapoptotyczne oraz 
chroni przed skutkami działania aktywnych form tlenu. 
Utrata tych funkcji na skutek agregacji PrP mogłaby mieć 
krytyczne znaczenie dla losów komórki [82],

M EC H A N IZM Y PA TO G EN EZ Y  
W  CH O R O BA C H  A G R EG A C YJN YC H

Specyficzną cechą chorób agregacyjnych jest obecność 
agregatów nieprawidłowo zwiniętego białka. Sugeruje to 
bezpośredni związek przeczynowo-skutkowy pomiędzy 
powstawaniem agregatów a rozwojem choroby. Ten spo
sób wnioskowania ma jednak coraz mniej zwolenników, 
o czym wspomniano już wcześniej, opisując rodzinną poli- 
neuropatię amyloidową oraz chorobę Alzheimera. Wydłu
ża się lista dowodów wskazujących prekursory agregatów 
(opatrzone w literaturze mnóstwem terminów; dla porów
nania [89]), jako przyczynę choroby. Postawienie hipotez na 
temat prawdopodobnego mechanizmu patogenezy sprawia 
najmniej problemów w przypadku tych chorób, w których 
biologiczna funkcja białka związanego z chorobą jest zna
na. Tak jest w niedoborze antytrypsyny a l ,  gdzie objawy

2 Spektrum chorób prionowych ulega rozszerzeniu -  np. opisano rodzinę stanowiącą przykład fenokopii choroby Huntingtona. U chorych członków tej rodziny zidentifikowano 192-nt 
wstawkę w kodującym regionie genu PRNP, zaś samo schorzenie określono jako rodzinną postać choroby prionowej [81 ].

3 Indeks res oznacza podwyższoną oporność (ang. resistance) na działanie proteaz. Izoformami typu PrPrcs są np.: PrPCJD, PrP0SS oraz PrPSc (ang. scrapie). Przeciwieństwem PrPres jest PrP“n, 
gdzie sen oznacza typową wrażliwość (ang. sensitivity) na działanie proteaz. Izoformami typu PrP“" są PrPc oraz różne rekombinowane formy białka PrP [ 84 ].
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kliniczne daje się łatwo powiązać z deficytem serpiny [58], 
a pozostaje jedynie pytanie o dodatkowy udział agregatów 
białkowych w powstawaniu choroby. Fizjologiczna rola 
większości białek uznawanych za kluczowe w patogene
zie chorób agregacyjnych pozostaje niewyjaśniona. Jednak 
przynajmniej niektóre z nich (np. APP, huntingtyna) wy
dają się znaczące dla funkcjonowania komórki. Wynikająca 
z faktu agregacji utrata aktywności biologicznej tych białek 
mogłaby okazać się niekorzystna. Szczególny przypadek ta
kiej sytuacji opisano wcześniej dla stwardnienia zanikowe
go bocznego, gdzie w agregatach zmutowanego białka znaj
duje się także jego prawidłową formę [53]. Opisując chorobę 
Huntingtona wspomniano, że agregaty mogą działać na za
sadzie „molekularnej pułapki". Wydaje się, że mogłoby tu 
chodzić nie tylko o oddziaływania homotypowe, ale także 
heterotypowe. Specjalny, dodatkowy mechanizm rekruta
cji dodatkowych białek reprezentują potencjalnie agregaty 
w chorobach związanych z ciągami (CAG)n. Działanie en
zymu transglutaminazy mogłoby tu decydować o kowalen
cyjnym dołączaniu nowych składników. „Repertuar" białek 
odnajdywanych w komórkach konkretnego typu i określo
nych tkankach mógłby tłumaczyć specyficzność procesu 
degeneracyjnego, ograniczającego się często do wybranych 
tkanek danego organu (np. różne części mózgu objęte dege
neracją w różnych chorobach neurodegeneracyjnych) [43],

Agregaty są bezpośrednimi inhibitorami proteasomu 
[90], Skutkuje to nie tylko komórkowym nadmiarem białka 
będącego głównym składnikiem agregatów, ale zahamo
waniem degradacji innych substratów proteasomu. Rezul
tatem jest m.in. zablokowanie postępu cyklu komórkowego 
[90]. Podjednostki proteasomu od dawna odnajduje się jako 
składniki agregatów [91]. Proteasomy, nie mogąc ani roz- 
fałdować, ani zdegradować zagregowanego białka, „tkwią" 
więc uwięzione w agregatach. Obiecujące są także hipote
zy koncentrujące się na zmianach metabolizmu ubikwity- 
ny w związku z powstawaniem agregatów innych białek. 
Odkrywa się jej udział w kluczowych procesach komórko
wych, niezwiązanych bezpośrednio z degradacją. Zaburze
nie każdego z nich mogłoby mieć udział w powstawaniu 
objawów choroby [92],

Obecność agregatów mogłaby uruchamiać proces apop
tozy np. na drodze zależnej od receptora RAGE. Innym 
przykładem jest autoaktywacja kaspazy-8 po jej włączeniu 
w obręb agregatów tworzonych przez ataksynę-3 o „pato
gennym" (ale nie prawidłowym) zakresie powtórzeń gluta
minowych4 [93]. Ponadto agregaty, jeśli występują w cyto- 
plazmie, mogą stanowić przeszkodę przestrzenną dla pew
nych procesów komórkowych. W neuronach skutkuje to za
burzeniem transportu aksonalnego [94], Długi czas potrzeb
ny do powstania agregatów in vivo dobrze tłumaczy późny 
początek większości chorób agregacyjnych. Należy jednak 
zauważyć częsty brak silnej, pozytywnej korelacji pomię
dzy objawami choroby a oznakami patologii komórkowej 
(np. [30]). W jaki sposób toksyczne mogą być prekursory 
dojrzałych agregatów? Hipoteza „tworzenia kanałów bło
nowych" (ang. channel hypothesis [95]) zakłada, że częściowo 
rozwinięte białka, prezentujące „na zewnątrz" hydrofobo

4 Wydłużenie ciągu (CAG)n w genie ATXN3 kodującym ataksynę-3 jest przyczyną choro
by Machado-Josepha (MJD, ang. Machado-Joseph Disease).

we łańcuchy boczne aminokwasów, oddziałują z dwuwar- 
stwą lipidową. Rezultatem tych oddziaływań miałoby być 
powstawanie niespecyficznych kanałów jonowych -  proces 
funkcjonalnie analogiczny do tworzenia porów błonowych 
przez niektóre toksyny bakteryjne. Zdolność permeabiliza- 
cji błon opisano m.in. dla A(3, synukleiny a, transtyretyny. 
Rozproszenie istniejących gradientów jonów byłoby szcze
gólnie brzemienne w skutki w przypadku błony mitochon
drialnej i błony neuronów [89]. Ponadto, należy przypusz
czać, że w każdej z opisanych chorób rozpuszczalna forma 
białka związanego z powstaniem objawów może być tok
syczna w specyficzny dla siebie sposób. Jako przykład moż
na podać, opisany w jednym z rodziałów, nowo propono
wany mechanizm patogenezy choroby Alzheimera [31].

STR A TEG IE T ER A PEU T Y C Z N E  
W  C H O R O BA C H  A G R EG A C YJN YC H

Większość prezentowanych tutaj chorób agregacyj
nych to choroby nieuleczalne, prowadzące do drastyczne
go pogorszenia jakości życia pacjentów, a często także do 
śmierci. Jedną z podstawowych trudności w projektowaniu 
skutecznej terapii stanowi niedostateczna znajomość mole
kularnej patofizjologii tych chorób. Istotną przeszkodę sta
nowi zwłaszcza nasza niepewność co do toksycznych lub 
ochronnych właściwości poszczególnych form agregatów 
białkowych. Ponieważ zdecydowana większość chorób 
agregacyjnych to choroby neurodegeneracyjne, skuteczne 
ich leczenie opierać się musi na powstrzymaniu śmierci ko
mórek nerwowych, co teoretycznie osiągnąć można stosując 
zarówno leki o działaniu niespecyficznym (np. przeciwutle- 
niacze, inhibitory szlaków apoptotycznych), jak i leki swo
iście oddziałujące z konkretnym, najczęściej pierwotnym, 
czynnikiem patogennym. Na szczególną uwagę zasługują 
zwłaszcza te strategie terapeutyczne, które koncentrują się 
na opracowywaniu nowych sposobów kontrolowania prze
biegu agregacji białek, głównie poprzez stosowanie leków 
hamujących ten przypuszczalnie patogenny proces. Wyda
je się, że największe zainteresowanie badaczy przyciągają 
obecnie te związki, które zdolne są do swoistego rozpo
znawania konkretnego białka i hamowania procesu jego 
agregacji, lub nawet do inicjowania dysocjacji powstałych 
wcześniej agregatów. Wysoka swoistość tych oddziaływań 
zapobiegać mogłaby ewentualnym działaniom ubocznym 
i zapewniałaby jednocześnie odpowiednią skuteczność le
czenia. Główny problem tego podejścia terapeutycznego 
związany jest jednak z faktem, że tak wysoką swoistość od
działywania wykazują głównie polipeptdy, a więc związki, 
których efektywne wprowadzenie do wybranych narządów 
organizmu nie jest sprawą prostą. Sztucznie syntetyzowa
ne, krótkie, swoiste peptydy, których terapeutyczne moż
liwości testuje się np. w chorobie Huntingtona, chorobie 
Alzheimera lub chorobach prionowych [96-98], ulegają po
nadto szybkiej proteolitycznej degradacji w płynie mózgo
wo-rdzeniowym i wykazują dodatkowo niewielką zdolność 
do przekraczania bariery krew-mózg. Wspomniane powy
żej niedogodności można jednak dość skutecznie ominąć 
wiążąc kowalencyjnie swoiste peptydy z innymi związkami 
(np. poliaminami, lipidami).

Szczególną formę terapii przy użyciu specyficznych po- 
lipeptydów stanowi hamowanie rozwoju chorób agregacyj-
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nych poprzez immunizację, zarówno czynną, jak i bierną. 
Wykazano, że obecność w organizmie przeciwciał skiero
wanych przeciwko A(3 w znacznym stopniu zapobiega two
rzeniu się agregatów A(3 (lub nawet prowadzi do eliminacji 
powstałych wcześniej płytek starczych) a ponadto zapobie
ga rozwojowi objawów typowych dla choroby Alzheimera 
w mysim modelu tej choroby [99-101], Korzystny wpływ 
przeciwciał, tym razem skierowanych przeciwko białku 
prionowemu, zaobserwowano także w mysim modelu en
cefalopatii gąbczastej [102], Niestety badania kliniczne nad 
tego typu terapią w chorobie Alzheimera musiały zostać 
niedawno wstrzymane na skutek wystąpienia u części pa
cjentów groźnych dla ich życia efektów ubocznych (stanów 
zapalnych przypominających zapalenie opon mózgowych) 
[103,104],

Wśród związków hamujących proces agregacji białek są 
także takie, których swoistość działania jest stosunkowo 
niewielka. Wymienić tu można np. liczne związki mało- 
cząsteczkowe, wykazujące zwiększone powinowactwo do 
agregatów amyloidowych lub białek bogatych w drugo- 
rzędowe struktury p. Ograniczoną swoistość wykazują też 
białka opiekuńcze (np. białka szoku termicznego HSP -  ang. 
heat shock proteins), oddziałujące z nieprawidłowo zwinięty
mi polipeptydami i zapobiegające ich nadmiernej (wręcz 
toksycznej) reaktywności, obejmującej także skłonność do 
agregacji. Choć szerokie spektrum oddziaływania wymie
nionych związków może stanowić potencjalną przyczynę 
wywołania niepożądanych skutków ubocznych, to dotych
czasowe próby zastosowania tego typu terapii (dotychczas 
głównie na modelach zwierzęcych) wydają się być wielce 
obiecujące. Przykładem może być chociażby skuteczne za
stosowanie dwucukru trehalozy do powstrzymania zmian 
patologicznych w mysim modelu choroby Huntingtona, co 
stwarza nadzieję na opracowanie efektywnej formy lecze
nia nie tylko choroby Huntingtona, ale także wszystkich 
pozostałych chorób poliglutaminowych [105], Zaletami 
trehalozy, jako czynnika terapeutycznego, są jej znikoma 
toksyczność (nawet w wysokich stężeniach) oraz możli
wość doustnego podawania leku. Inny przykład skutecznej 
terapii, przeprowadzonej również u myszy, może stanowić 
powstrzymanie zmian chorobowych w wyniku zwiększe
nia poziomu ekspresji białka opiekuńczego HSP40, znanego 
ze swych właściwości neuroprotekcyjnych, pod wpływem 
działania cystaminy [106]. W tym wypadku trudno jednak 
odróżnić wpływ działania samego białka opiekuńczego od 
równoczesnego efektu zahamowania aktywności transglu- 
taminazy (której związek z chorobą omawiano powyżej), 
wywołanego działaniem tejże samej cystaminy.

PO D SU M O W A N IE

Obecnie znanych jest kilkadziesiąt chorób, w których 
patogenezie przynajmniej częściowy udział będzie miała 
agregacja białka. Warto jednak zaznaczyć, że agregacja bia
łek może być także elementem niepatogennych procesów 
fizjologicznych. Ostatnio odkryto na przykład, że przejścio
wa agregacja białka w postaci struktur określanych jako 
DALIS (ang. dendritic celi aggresome-like induced structures) 
jest prawidłowym zjawiskiem towarzyszącym dojrzewaniu 
komórek dendrytycznych układu odpornościowego [107], 
Prawdopodobnie okaże się ona kluczowa dla możliwości

prezentowania antygenu w głównym układzie zgodności 
tkankowej klasy I (MHC I, ang. major histocompatibility com
plex class I) tych komórek. Z jednej strony udaje się znaleźć 
zastosowanie terapeutyczne (nowotwory) dla „nieprawi
dłowych" wariantów konformacyjnych niektórych białek 
[108], z drugiej strony dalecy jesteśmy od możliwości sku
tecznej terapii chorób agregacyjnych. Leczenie jest głównie 
objawowe. Wydaje się, że jednym z podstawowych proble
mów będzie zdefiniowanie toksycznej formy białka, prze
ciw której skierowane miałoby być działanie farmakologicz
ne. Ponadto, nie ma podstaw by ostatecznie odrzucać który
kolwiek z mechanizmów patogenezy opisywanych w tym 
artykule. Skoro jednak każdy z nich mógłby partycypować 
w powstawaniu objawów, to jaki jest względny udział agre
gatów i ich prekursorów? Jeśli, jak sugeruje wielu badaczy, 
agregaty nie są toksyczne, to należy zapytać o ich fizjolo
giczną funkcję. Paradoksalnie, agregaty mogłyby pełnić rolę 
neuroprotekcyjną -  skupiałyby w nieaktywnej formie swoje 
toksyczne prekursory. Pomimo wielu lat badań patogeneza 
chorób agregacyjnych budzi wciąż wiele kontrowersji. Po
znanie mechanizmu pawstawania tych chorób pozwoli nie 
tylko zaproponować skuteczną terapię, ale także uzyskać 
wgląd w zagadnienia bardziej ogólne np. starzenie się or
ganizmu.
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A B ST R A C T
The so-called conformational diseases constitute a specific subtype of protein folding diseases that is characterized by abnormal aggregation 
of improperly folded polypeptides. This review describes a series of examples of such disorders and summarizes the present knowledge on 
their molecular pathophysiology and new therapeutic strategies.
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Słowa kluczowe: płytki krwi, białka adaptoro
we, przewodzenie sygnału

Wykaz skrótów: CD -  antygeny różnicowania 
leukocytów (ang. cluster o f differentiation); Crk
-  białko adaptorowe regulujące kinazę (ang. 
CT10 regulator o f kinase); Crkl -  białko adapto
rowe podobne do Crk; Dab -2 -  fosfoproteina 
wrażliwa na mitogen; domena SH -  domena 
homologiczna do obecnej w białku src (ang. 
src homology domain); Fak -  kinaza ognisk kon
taktowych (ang. focal adhesion kinase); FcyR
-  łańcuch y receptora Fc o wysokim powino
wactwie do IgE; FcyRIIA -  receptor o niskim 
powinowactwie do IgG; Gads -  białko adapto
rowe podobne do Grb2 zależne od She (ang. 
Grb2-related adaptor downstream o f She); GEM
-  mikrodomena błony plazmatycznej wzbo
gacona w glikolipidy (ang. glycolipid-enriched 
membrane domain); GP -  glikoproteina; Grb2
-  białko adptorowe wiążące się z receptorem 
czynnika wzrostu (ang. growth factor receptor 
bound 2); IP3 -  1,4,5-trisfosforan inozytolu; LAT
-  łącznik aktywacji limfocytów T (ang. linker 
for activation o f T cells); MAP -  kinaza białko
wa aktywowana mitogenem (ang. mitogen ac
tivated protein); PAG -  fosfoproteina związana 
z GEM; PH -  domena homologiczna do dome
ny plekstrynowej (ang. plextrin homology dotna- 
in); PI3-K- kinaza 3-fosfatydyloinozytolu; PKC
-  kinaza białkowa C; PLCyż-fosfolipaza Cy2; 
PTB -  domeny wiążące reszty fosfotyrozyny; 
She -  białko zawierające domenę SH2; SH2 
i SH3 -  domeny homologiczne do domeny 2 
i domeny 3 kinaz rodziny src; SKAP 55 -  fos
foproteina o m. cz. 55 kDa łącząca się z kinazą 
Src; SKAP-HOM -  białko adaptorowe homo
logiczne do SKAP; SLAP -  białko o m.cz.130 
kDa oddziałujące z SLP-76 (ang. SLP-associated 
protein); SLP-76 -  białko leukocytów o m.cz. 76 
kDa zawierające domenę homologiczną do do
meny SH2 kinaz rodziny src; src -  mięsak (ang. 
sarcoma); SOS -  ang. son ofsevenless (nie ma pol
skiego odpowiednika); TCR -  receptor antyge
nów limfocytów T; TxA2 -  tromboksan A2

Artykuł ten dedykuję mojemu synowi, Piotro
wi

STRESZC ZEN IE

B iałka adaptorowe pełnią ważną funkcję w regulacji przekazywania sygnałów od recep
torów błony komórkowej do nośników sygnału w cytoplazmie. Płytki krwi zawierają 

szereg typów receptorów, np. kolagenu, czynnika von Willebranda i fibrynogenu oraz re
ceptorów połączonych z białkami G, np. trombiny i ADP. Receptory te wiążą ligand, prze
noszą informację od ligandu do wnętrza płytki i umożliwiają funkcjonalną odpowiedź 
płytki prowadzącą do hemostazy fizjologicznej, której końcowym efektem jest zahamowa
nie krwawienia w miejscu uszkodzenia naczynia krwionośnego. W płytkach krwi opisano 
występowanie różnorodnych szlaków przekazywania sygnałów, w których uczestniczą ki
nazy tyrozynowe, fosfatazy, białka G, białka adaptorowe, fosforany fosfatydyloinozytolu, 
cykliczny AMP i GMP. Białka adaptorowe nie wykazują aktywności enzymatycznej. Za
wierają szereg charakterystycznych domen, które umożliwiają ich oddziaływanie z innymi 
białkami i lipidami. Białka adaptorowe pełnią funkcję rusztowania, na którym enzymy łączą 
się z substratami tworząc trójwymiarowe kompleksy umożliwiające przenoszenie sygnału. 
Funkcja białek adaptorowych jest dobrze poznana w komórkach układu immunologiczne
go; mniej wiadomo na temat ich funkcji podczas aktywacji płytek krwi. W ostatnim dziesię
cioleciu zidentyfikowano w płytkach krwi wiele białek adaptorowych i wykazano ich udział 
w tworzeniu ognisk przenoszących sygnał. Indukowane kolaganem przenoszenie sygnału, 
z udziałem glikoproteiny VI jest bardzo podobne do procesu zachodzącego w limfocytach 
T i B. Celem niniejszego artykułu jest zapoznanie czytelnika z budową i funkcją niektórych 
białek adaptorowych biorących udział w aktywacji płytek krwi.

W PR O W A D Z EN IE

W organizmach wielokomórkowych odpowiedź komórki na zewnętrznie 
działający ligand zależy od złożonej z wielu czynników kaskady przekazywania 
sygnału. W skład tych czynników należy zaliczyć m.in. receptory integralne bło
ny, kontaktujące się z ligandem oraz szereg wewnątrzkomórkowych przekaźni
ków sygnału. W tworzeniu tych kompleksów dużą rolę przypisuje się białkom 
adapterowym. Wiele białek adaptorowych wykryto w ostatnim dziesięcioleciu 
w płytkach krwi i udowodniono ich udział w tworzeniu kompleksów przeno
szących sygnał od receptorów fibrynogenu, glikoproteiny a |lbßv kolagenu, gliko
proteiny VI (GPVI), czy czynnika von Willebranda (vWF), kompleksu glikopro- 
tein GPIb/V/IX. Szlak przenoszenia sygnału z udziałem białek adaptorowych 
od GPVI, receptora kolagenu aktywującego płytki krwi, jest najlepiej poznany 
w porównaniu ze szlakami przenoszenia sygnału od innych receptorów płytek. 
Szlak ten jest bardzo podobny do szlaków przekazujących sygnał od receptorów 
antygenów limfocytów T (TCR) i biorą w nim udział podobne białka adaptoro
we [1],

D O M EN Y BIA ŁEK  A D A PTO R O W YC H

Białka adaptorowe nie wykazują aktywności enzymatycznej, ale zawierają 
charakterystyczne domeny umożliwiające ich wiązanie się z innymi białkami i li
pidami, co umożliwia im tworzenie kompleksów przenoszących sygnał. Białka 
adaptorowe wiążąc się z wewnątrzkomórkowymi nośnikami informacji, w tym 
m.in. z kinazmi tyrozynowymi, porządkują kolejność oddziaływań pomiędzy 
nimi i przyspieszają przenoszenie informacji, co w końcowym efekcie doprowa
dza do prawidłowej aktywacji komórki. Udział białek adaptorowych w prze
noszeniu sygnału od receptora kolagenu, glikoproteiny VI, przedstawiono na 
rysunku 1. Najczęściej występujące domeny w białkach adaptorowych to dome
ny SH2 (homologiczne do domeny 2 kinaz rodziny src), domeny wiążące reszty 
fosfotyrozynowe (PTB) partnerów białkowych oraz domeny SFi3 (homologiczne 
do domeny 3 kinaz rodziny src) wiążące się z sekwencjami bogatymi w prolinę. 
Mniej licznie występują domeny plekstrynowe, pierścieniowe i koliste, o któ
rych specyficzności działania niewiele wiadomo. Domeny SH2 zidentyfikowa
no początkowo w kinazach tyrozynowych rodziny src (nie wchodzące w skład 
receptorów), a następnie w innych białkach biorących udział w przekazywaniu
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Rysunek 1. Udział białek adaptorow ych w przekazyw aniu sygnału od receptora 
kolagenu, glikoproteiny VI. Strzałki ciągłe pokazują procesy fosforylacji, a strzał
ki przeryw ane połączenie kom pleksu LA T/Gads/SLP-76/Grb2/Sos z cytosz- 
kieletem  płytki, szlakiem  kinazy M AP, aktywacją fosfolipazy PLCy2 i pow sta
w aniem  drugorzędow ych przenośników inform acji takich jak 1,4,5- trisfosforan 
inozytolu (IP3), diacylogicerol (DAG), jony wapnia oraz aktywację białkowej 
kinazy C (P K C ) [8],

informacji [2], Domeny SH2 zbudowane są z około 100 reszt 
aminokwasowych, które tworzą centralnie położone anty- 
równoległe struktury (3 otoczone przez struktury a-helikal- 
ne. Domeny SH2 przybierają kształt kieszeni, do której do
pasowują się odpowiednie sekwencje ligandu. Sekwencje te, 
nazywane motywami sygnalizującymi, są utworzone przez 
resztę tyrozyny i trzy do pięciu (rzadziej siedem) otaczają
cych ją reszt aminokwasowych. O specyficzności wiązania 
domeny SH2 decydują reszty aminokwasowe występujące 
od C-końca tej domeny. Z pewnymi wyjątkami, do zwią
zania domeny SH2 z motywem sygnalizującym niezbędna 
jest fosforylacja reszty tyrozyny. Domeny PTB wiążą rów
nież ufosforylowane motywy ligandu, ale w odróżnieniu 
od domen SH2, o specyficzności wiązania decydują reszty 
aminokwasowe N-końca motywu sygnalizującego ligandu 
[3-4]. Domeny SH3 wiążą krótkie sekwencje ligandu boga
te w reszty proliny. Istnieją dwie klasy ligandów bogatych 
w reszty proliny, klasa I (RXXPXXP) i klasa II (PXXPXR) 
[5-7].

K LA SY FIK A C JA  BIA ŁEK  A D A PTO RO W YC H

Ze względu na występowanie białka adaptorowe dzieli 
się na białka cytoplazmatyczne oraz białka integralne bło
ny komórkowej. Większość zidentyfikowanych białek ada
ptorowych występuje w cytoplazmie. Cechują się one dużą 
różnorodnością budowy. Jak dotychczas zidentyfikowano 
pięć białek integralnych adaptorowych w limfocytach T, 
a obecność czterech z nich tj. łącznika aktywacji limfocytów 
T (LAT), fosfoproteiny związanej z GEMs (PAG), łańcucha 
y receptora Fc o wysokim powinowactwie do IgE (łańcuch 
FcyR) oraz receptora o niskim powinowactwie do IgG 
(FcyRIIA) stwierdzono w płytkach krwi. Białka integralne 
adaptorowe charakteryzują się występowaniem krótkiego

odcinka zewnątrzkomórkowego zbudowanego z czterech 
do osiemnastu reszt aminokwasowych i długiego odcinka 
wewnątrzkomórkowego zawierającego motywy sekwen
cyjne z resztami tyrozyny. Reszty tyrozyny, po ufosfory- 
lowaniu przez kinazy rodziny src lub kinazę Syk, stają się 
miejscem wiązania domen SH2 cytoplazmatycznych białek 
adaptorowych oraz kinaz tyrozynowych, przytwierdzając 
je do błony [8]. Rysunek 2 przedstawia schematycznie bu
dowę niektórych białek adaptorowych płytek krwi.

BIA ŁK A  A D A PT O R O W E CYTO PLA Z M A T Y C Z N E

BIAŁKO SLP -76

Białko SLP-76 zawierające domenę homologiczną do do
meny SH2 kinaz rodziny src ma masę cząsteczkową 76 kDa 
i występuje w cytoplazmie komórek hematopoetycznych 
(monocyty, granulocyty, megakariocyty, płytki krwi i lim
focyty T). SLP-76 nie występuje w limfocytach B [8-9], N- 
-końcowa część SLP-76 zawiera 3 reszty tyrozyny, ulokowa
ne w sekwencjach wiążących czynnik wymieniający nukle- 
otydy guaninowe, kodowany przez onkogen wirusa artre- 
tyzmu (Vav). Fosforylacja dwóch z trzech N-terminalnych 
reszt tyrozyny SLP-76 przez kinazę ZAP-70 w limfocytach 
(ZAP-70 to odpowiednik kinazy Syk płytek), po związaniu 
antygenu z jego receptorem, prowadzi do wiązania się SLP- 
-76 z czynnikiem Vav. C-końcowa część SLP-76 zawiera 
domenę SH2, która wiąże się z wieloma fosforylowanymi 
białkami w tym z białkiem SLAP o m. cz.130 kDa wiążącym 
się z SLP-76, a region centralny cząsteczki SLP-76, który jest 
bogaty w reszty proliny, wiąże się konstytutywnie z dome
ną SH3 białka adaptorowego Grb2 połączonego z recepto
rem czynnika wzrostu [10-13]. Zwiększona zawartość SLP- 
-76 w limfocytach wzmaga stopień ich aktywacji. Niedobór 
SLP-76 prowadzi do zahamowania przekazywania sygnału 
przez receptory TCR. Myszy z niedoborem SLP-76 (SLP-76-) 
charakteryzują się blokadą dojrzewania limfocytów wystę
pującą we wczesnym okresie tymocytów. Ponadto myszy 
te, podobnie do myszy Syk-, cechują się dużą śmiertelnością 
spowodowaną krwawieniem w narządach wewnętrznych, 
wskazującym na defekty funkcjonalne płytek krwi [12, 14], 
Dojrzewanie płytek krwi SLP-76-, w odróżnieniu od limfo
cytów SLP-76-, przebiega w sposób prawidłowy [14]. Płytki 
krwi SLP-76- wykazują kompletny brak fosforylacji fosfoli
pazy Cy2 (PLCy2), co powoduje bardzo obniżoną agregację 
i reakcję uwalniania w odpowiedzi na kolagen, podczas gdy 
odpowiedź funkcjonalna wywołana trombiną jest niezmie
niona. Wyniki te wskazują na to, że SLP-76 jest niezbędne 
dla prawidłowego przesyłania sygnału przez receptor ko
lagenu, kompleks glikoproteiny VI z łańcuchem y receptora 
Fc o wysokim powinowactwie do IgE (GPVI/FcyR) płytek 
krwi oraz przez receptory TCR [15-18], Badania ostatnich lat 
wykazały, że ufosforylowane reszty tyrozyny SLP-76 są nie
zbędne dla aktywacji płytek krwi i dojrzewania limfocytów 
T. Rejon SLP-76 wiążący białko adaptorowe Gads podobne 
do Grb2 zależne od Shc odgrywa ważną rolę w uwalnianiu 
zawartości z ziarnistości płytkowych w rozwoju limfocy
tów T, natomiast nie jest niezbędny dla rozpłaszczania się 
płytek krwi na włóknach fibrynogenu [19], Inną ważną 
funkcją SLP-76 w płytkach krwi jest regulowanie reorgani
zacji struktury cytoszkieletu niezbędnej dla zmiany kształtu 
płytek z dyskoidalnego na kulisty, w tym m.in. dla wytwo-
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cytoszkielet
R ysunek 2. Schem at budowy w ybranych białek adaptorow ych płytek krwi [8].

rżenia lamelli i filopodiów, zwiększających powierzchnię 
przyczepną płytek, umożliwiającą im rozpłaszczanie się na 
włóknach kolagenowych. Filopodia płytkowe to grube wy
dłużenia zbudowane z ciasno upakowanych, długich włó
kien aktyny. Lamelle, zbudowane z krótkich włókien akty
ny, są cieńsze od filopodiów i wypełniają miejsca między 
nimi tworząc sieć ortogonalną. Płytki krwi SLP-76- podczas 
adhezji zachowują kształt kulisty, nie są zdolne do roz
płaszczania się i wytwarzają nieliczne filopodia. Tworzenie 
włókien F-aktyny w tych płytkach jest obniżone. Cytosz
kielet płytek krwi zawierających SLP-76 oraz z deficytem 
tego białka przedstawiono na rysunku 3. Płytki SLP-76- nie 
wykazywały wzrostu stężenia wewnątrzkomórkowego 
wapnia. Wortmanina, inhibitor kinazy 3-fosfatydyloinozy- 
tolu (PI3-K), opóźniała wzrost stężenia jonów wapniowych 
w płytkach SLP-76- i hamowała tworzenie lamelli, ale nie 
wzrostu filopodiów. Wortmanina obniżała również o 80% 
przejściową ekspozycję tzw. ostro zakończonych (ang. bar- 
bed-ends) włókien aktyny, które są miejscami nukleacji mo
nomerów aktyny. Płytki krwi z deficytem żelsoliny również 
nie wykazywały wzrostu lamelli, podczas gdy wydłużanie 
filopodiów przebiegało normalnie. Wyniki tych badań su
gerują następujący mechanizm reorganizacji struktury cy- 
toszkieletu płytkowego zachodzący z udziałem białka SLP- 
-76, którego fosforylacja zależy od kompleksu GPVI/FcyR 
(Rys. 4). Fosforylacja SLP-76 przez kinazę Syk doprowadza 
do aktywacji PLCy2. Aktywna PLCy2 wywołuje mobiliza
cję jonów wapniowych, które z kolei aktywują żelzolinę. 
Żelzolina dzieli filamenty aktyny i przykrywa ostre ich 
zakończenia, co powoduje podwojenie ilości włókien akty
ny i w konsekwencji wydłużanie lamelli. Aktywacja PI3-K 
przez kompleks GPVI/FcyR wywołuje z kolei odkrywanie 
ostro zakończonych końcówek aktyny. Biorą w tym naj
prawdopodobniej udział wytworzone fosforany inozytolu

oraz białko G Rac [20]. Zakrywanie i odkrywanie końcówek 
włókien aktyny to przejściowe procesy niezbędne dla ich 
wydłużania. Zjawiska związane ze zmianą kształtu płytek 
SLP-76-, w tym tworzenie lamelli, rozpłaszczanie płytek 
oraz wzrost stężenia jonów wapniowych, były niezmienione 
w płytkach stymulowanych trombiną, wskazując, że SLP-76 
jest niezbędne dla prawidłowego przesyłania sygnału po 
aktywacji kompleksu GPVI/FcyR. Aktywacja receptorów 
TCR wywołuje również zależną od SLP-76 reorganizację cy- 
toszkieletu limfocytów [21]. SLP-76 należy do nielicznych 
białek adaptorowych o poznanym częściowo mechanizmie 
regulacji ekspresji genu kodującego to białko. Zlokalizowa
no szereg miejsc specyficznych dla DNazy-I w locus SLP-76. 
Najważniejsze z nich występuje w rejonie promotorowym. 
Ekspresja genu SLP-76 jest kontrolowana przez czynniki 
transkrypcyjne Ets, NFAT i c-Rel [9], W odróżnieniu od lim
focytów i płytek krwi białko SLP-76 oraz jego izoforma SLP- 
-65 nie są potrzebne do zależnego of FcyR przekazywania 
sygnału w makrofagach i do normalnego funkcjonowania 
makrofagów [22],

BIAŁKA GRB2 I GADS

Grb2 jest pierwszym zidentyfikowanym w 2002 roku 
białkiem adaptorowym. Białko to zawiera dwie domeny 
SH3 zlokalizowane na C- i N-końcu cząsteczki oraz jedną 
domenę SH2 położoną w centrum cząsteczki. Początkowo 
stwierdzono, że domena SH3 Grb2 łączy się z domeną bo
gatą w reszty proliny białka SOS, co umożliwia z kolei akty
wację przez unieruchomione białko SOS szlaku informacyj
nego białko G Ras-kinaza Raf-kinaza MAP [23-24]. Później 
odkryto, że białko Grb2 łączy się z wieloma innymi białka
mi, w tym z łącznikiem aktywacji limfocytów T, białkiem 
leukocytów zawierającym domenę homologiczną do dome-
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Nazwa Struktura Wielkość Partnerzy

LAT 36-3 Grb2, Gads, SLP-76, 
PLC 1/2, PI3K

PAG/Cbp 75-5 Csk, Fyn

SLP-76 r— m — 0 ^ 76 Gads, SLAP, Vav

Grb2 t t í & ü t í l i 3 2 SOS, LAT, SLP-76, Shc, 
SHP-2, WASP

Gads 4 LAT, SLP-76, Shc

She 46-66 Grb2

SKAPHOM 55 SLAP, Fyn

Crkl 3=« 3 Cbl, Cas

Cas 13 Crkl, FAK

m  - domena SH3 d b  - reszta tyrozyny - spirala

]  - domena SH2 PH - domena PH 0 - odcinek zanurzony
w błonie

c a  - region bogaty w reszty p ro liny  

ss - domena wiążąca reszty fosfo tyrozyny

R ysunek 3. W pływ SLP-76 na zm iany reorganizacji cytoszkieletu płytek krwi pod
czas ich aktyw acji na powierzchni pokrytej w łóknam i kolagenowymi. Płytki krwi 
przyległe do włókien kolagenow ych perm ebilizowano, zam rażano i cytoszkielet 
po wybarwieniu metalem fotografow ano z użyciem  mikroskopu elektronowego. 
A. Cytoszkielet płytek krw i zaw ierających SLP-76 ma centralnie zgrupowane 
włókna aktyny od których na boki rozpościerają się długie filopodia pom iędzy 
którymi w ystępuje ortogonalna sieć lameli. Płytki krwi mają zm ieniony kształt 
i są rozpostarte na kolagenie. B. Cytoszkielet płytek krwi z deficytem  SLP-76 nie 
zawiera centralnie zgrupow anych włókien aktyny, filopodiów, a kształt płytek 
jest niezm ieniony [20], Rysunek w ykorzystano za zgodą pierwszego autora i w y
dawcy czasopisma.

ny SH2 kinaz rodziny src, czynnikiem wymieniającym nu- 
kleotydy guaninowe Vav, białkiem zespołu Wiscott-Aldrich 
(WASP) i fosfoproteiną czułą na mitogen zwaną Disabled-2, 
będącą homologiem białka występującego u muszki owo
cowej (Dab) [8, 25]. W płytkach aktywowanych trombiną 
domena SH2 Grb2 łączy się z łańcuchem (33 integryny a |Ibp,

białkiem Shc zawierającym domenę SH2, kinazą Src i fosfa
tazą fosfotyrozynową SHP-1 zawierającą domenę SH2. Po
łączenia te nie występują w płytkach spoczynkowych oraz 
aktywowanych przez receptor o niskim powinowactwie 
dla IgG (FcyRIIA). Wiązanie się domeny SH2 Grb2 z wyżej 
wymienionymi białkami nie ulega zerwaniu podczas hamo
wania wiązania się fibrynogenu z płytkami i agregacji pły
tek przez peptyd RGDS sugerując, że wiązanie to ma miej
sce podczas indukowanego trombiną przesyłania sygnału 
mechanizmem „inside-out". Domena SH3 Grb2 wiąże się 
z białkiem adaptorowym SOS i białkiem adaptorowym c- 
-Cbl chłoniaka Casitas zarówno w płytkach spoczynkowych 
jak i aktywowanych. Hamowanie tych połączeń powoduje 
obniżenie agregacji płytek, uwalniania serotoniny z ziarni
stości płytek i tworzenia tromboksanu A2 (TxA2) w płyt
kach stymulowanych trombiną. Natomiast agregacja płytek 
indukowana bezpośrednią aktywacją integryny a I[hP3 ulega 
zwiększeniu po przerwaniu połączenia się domeny SH3 
Grb2 z jej partnerami. Sugeruje to udział domeny SH3 Grb2 
w hamowaniu aktywacji płytek trombiną i zwiększaniu 
aktywacji zależnej od integryny a IIbp, [26]. Białko adapte
rowe c-Cbl, łączące się z Grb2 i odgrywające ważną funkcję 
w degradacji receptorów błon komórkowych, najprawdo
podobniej obniża aktywację płytek kolagenem z udziałem 
kompleksu GPVI/FcyR i zapobiega niepożądanej aktywacji 
płytek in vivo [27].

Disabled-2 (Dab-2) wpływa na obniżenie wzrostu i róż
nicowania wielu komórek ponieważ hamuje kompetycyjnie 
wiązanie się Grb2 z SOS [25, 28]. Fosforylacja reszty sery- 
ny w pozycji 24 Dab-2 płytek krwi jest odpowiedzialna za 
łączenie się Dab-2 z integryną a )]bP3 i hamowanie przesyła
nia sygnału przez tę integrynę mechanizmem „inside-out". 
Fosforylacja reszty serynowej 24 Dab-2 hamuje także róż
nicowanie się megakariocytów [29]. N-terminalna domena 
SH3 białka Grb2 łączy się również z domeną bogatą w resz
ty proliny kinazy Fak i kinazy tyrozynowej Pyk-2 bogatej 
w reszty proliny, występujące w ogniskach kontaktowych 
płytek krwi stymulowanych trombiną, co umożliwia akty

Lamele
R ysunek 4. Schem at udziału białka SLP-76 w reorganizacji cytoszkieletu płytek krwi podczas ich aktywacji [20], Rysunek w ykorzystano za zgodą pierwszego autora 
i w ydaw cy czasopisma.
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wację tych kinaz. Aktywacja kinaz Fak i Pyk-2 jest niezbęd
na dla powstania nieodwracalnych agregatów płytkowych 
[30]. Grb2 bierze również udział w przewodzeniu infor
macji od białek Ras do kinazy Erk regulowanej sygnałami 
zewnątrzkomórkowymi w płytkach stymulowanych trom- 
biną, konwulksyną i trombopoetyną. Szlaki przekazywania 
sygnału od Ras do Erk z udziałem białek adaptorowych są 
różne i mało poznane [31].

Białko Gads występuje w wielu rodzajach komórek, 
w odróżnieniu od białka Grb2, które znajduje się wyłącznie 
w komórkach hematopoetycznych. Gads jest zbudowane 
podobnie do białka Grb2 i zawiera dwie domeny SH3 i jed
ną domenę SH2. Białka adaptorowe Grb2 i Gads to białka 
cytoplazmatyczne zawierające konstytutywnie ufosforylo- 
wane reszty tyrozyny. Fosforylacja tych białek nie zwiększa 
się w płytkach po aktywacji kompleksu GPVI/FcyR. Grb2 
i Gads wiążą się z z LAT i łańcuchem y FcR w płytkach 
krwi. Wiązanie się Grb2 i Gads z LAT jest bezpośrednie 
dzięki pięciu ufosforylowanym resztom tyrozyny białka 
LAT, które znajdują się w sekwencjach wiążących domeny 
SH2 tych białek. Ponieważ łańcuch y FcR nie zawiera se
kwencji wiążących domeny SH2 białek Grb2 i Gads oraz nie 
ma regionu bogatego w reszty proliny, który mógłby wiązać 
domeny SH3 tych białek, wydaje się, że białka te nie mogą 
wiązać się bezpośrednio z łańcuchem y FcR. Domena SH3 
białka Gads łączy się z regionem bogatym w reszty proliny 
SLP-76, a domena SH2 z LAT, zatem białko Gads jest łącz
nikiem pomiędzy LAT i SLP-76. Białko Grb2 nie wiąże się 
bezpośrednio z SLP-76, a białko Gads nie wiąże się bezpo
średnio z białkiem SOS [8, 32-33],

Synteza białka Gads w różnych komórkach zależy od 
dwóch transkryptów, nazwanych 1-A i 1-B, różniących się 
rejonem 5'UTR. Płytki krwi i komórki linii megakariocy- 
tycznych K-562 i HEL posiadają mRNA 1-B, a monocyty 
i limfocyty T mRNA 1-A. Czynniki transkrypcyjne typowe 
dla megakariocy tycznych promotorów, takie jak G AT A -l 
i E-26, są potrzebne do aktywności promotora 1-B. Komórki 
spoczynkowe zawierające mRNA 1-B nie syntetyzują białka 
Gads. Natomiast komórki spoczynkowe zawierające mRNA 
1-A syntetyzują białko Gads. Tak więc, białko Gads jest nie- 
wykrywalne w spoczynkowych płytkach krwi. Aktywacja 
płytek trombiną powoduje szybkie wytwarzanie Gads su
gerując, że aktywacja powoduje odblokowanie hamowania 
translacji IB  mRNA [34-36],

BIAŁKA ADAPTOROWE SHC, SKAP- 
HOM, CRKL, SLAP I CAS

Shc jest białkiem adaptorowym występującym w różnych 
typach komórek. Zawiera ono domenę SH2, PTB oraz cen
tralnie położoną domenę bogatą w reszty proliny. Opisano 
trzy izoformy białka Shc masach cząsteczkowych 46, 52 i 66 
kDa. W płytkach krwi występuje tylko izoforma 52Shc [37], 
Białko Shc bierze udział w przekazywaniu sygnału od re
ceptora trombopoetyny, receptora vWF oraz od receptora 
fibrynogenu. Stymulacja tych receptorów powoduje wzrost 
fosforylacji Shc [32], Domeny PTB białek Shc wiążą się 
bezpośrednio z ufosforylowanymi motywami sekwencyj
nymi NXXY C-końcowego odcinka łańcucha P3 integryny 
a,]bP3 podczas przekazywania sygnału na drodze "outside- 
-in" przez integrynę. Połączenie Shc z a |lb(33 jest ważne dla

powstania nieodwracalnych agregatów płytek krwi. Naj
prawdopodobniej ufosforylowane Shc połączone z a [|bP, 
aktywuje szlak informacyjny białko Ras-kinaza MAP-kina- 
za Erkl/2-fosfolipaza A2, zwiększając ilość uwalnianego 
kwasu arachidonowego z fosfolipidów błony plazmatycz- 
nej płytek krwi podczas ich aktywacji [37], Wiązanie się Shc 
z integryną a ,lbp3jest też niezbędne dla zależnej od jonów 
wapniowych agregacji płytek krwi [38], Shc łączy też kom
pleks Grb2-SOS ze szlakiem kinazy MAP dzięki wiązaniu 
się Shc z kinazą Fak podczas stymulacji integryny a IIb(33. 
Funkcja białka Shc podczas oddziaływania kolagenu z jego 
receptorem, kompleksem GPVI/FcyR, nie jest poznana.

Białko SLAP zawiera segment bogaty w reszty proliny 
zlokalizowany na N-końcu cząsteczki, domenę SH3 przy C- 
-końcu cząsteczki oraz kilka reszt tyrozyny w regionie cen
tralnym. W płytkach spoczynkowych białko SLAP jest kon
stytutywnie fosforylowane i reaguje z domeną SH2 SLP-76 
oraz z białkiem adaptorowym SKAP-HOM homologicznym 
do SKAP [17]. W płytkach krwi po stymulacji kompleksu 
GPVI/FcyR kolagenem następuje wzrost stopnia fosforyla
cji SLAP, który jest zależny od SLP-76. Fosforylacja SLAP 
w płytkach spoczynkowych nie zależy od SLP-76. Funk
cja SLAP jest słabo poznana. Sugeruje się, że białko bierze 
udział w reorganizacji cytoszkieletu, ponieważ jest zloka
lizowane wyłącznie w lamellach rozpłaszczonych płytek 
krwi [33]. Białko SKAP-HOM zawiera centralnie
położoną domenę plekstrynową, domenę SH3 od C-końca, 
kilka reszt tyrozyny będących potencjalnymi miejscami fos
forylacji oraz domenę zwiniętej spirali od N-końca cząstecz
ki. SKAP-HOM jest konstytutywnie ufosforylowane w płyt
kach spoczynkowych i jego fosforylacja nie zwiększa się po 
stymulacji płytek kolagenem [8]. SKAP-HOM wraz z SLAP 
należą do kompleksu przez inne białka, między innymi ki- 
nazę Fyn i białko PAG. Przypuszcza się, że kompleks ten 
odpowiada za hamowanie aktywacji płytek krwi.

Białko adaptorowe Crkł podobne do białka Crk, o m. cz. 
39 kDa, zawiera jedną domenę SH2, dwie domeny SH3 i jed
ną resztę tyrozyny występującą pomiędzy domenami SH3. 
Białko Crkl bierze udział w przekazywaniu sygnału od re
ceptorów trombopoetyny, kolagenu, fibrynogenu i trombi- 
ny. Fosforylacja tego białka zwiększa się po aktywacji tych 
receptorów [39-42], Domena SH2 Crkl wiąże się z paksyliną 
i białkiem Cas występującymi w ogniskach kontaktowych 
razem z a-aktyniną i inymi białkami adaptorowymi, w tym 
zyksyną, białkiem VASP i białkiem WASP [43], N-końcowa 
domena SH3 Crkl wiąże się z białkiem C3G (czynnikiem wy
mieniającym nukleotydy guaninowe), kierując je do miejsc 
adhezyjnych. C3G aktywuje małą GTPazę Rap 1 i regulu
je adhezję i rozpłaszczanie komórek. Białka ARF (czynniki 
rybozylujące ADPs) należące do zależnych od Ras małych 
GTPaz regulują również translokację białek i reorganizację 
cytoszkieletu podczas adhezji i agregacji płytek krwi. Ak
tywność ARF jest zwiększana przez białka GEF, a hamowa
na przez białka GAP aktywujące GTPazy. Płytki krwi za
wierają białko GAP specyficzne dla Arf (ASAP 1). Domena 
SH3 Crkl wiąże się z ASAP1 podczas agregacji płytek krwi 
i kompleks ASAPl-Crkl ulega przemieszczeniu z cytopla
zmy do cytoszkieletu, sugerując udział tego kompleksu 
w reorganizacji cytoszkieletu w agregujących płytkach. 
Kompleks Crkl-ASAPl lokalizuje się w ogniskach kontak
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towych razem z kompleksami kinazy Fak z ASAP1 i Crkl 
z C3G podczas adhezji płytek krwi, biorąc udział w reorga
nizacji cytoszkieletu. Crkl jest najważniejszym łącznikiem 
pomiędzy ASAP1 a ogniskami kontaktowymi [40], Udział 
Crkl w reorganizacji cytoszkieletu podczas aktywacji pły
tek krwi wiąże się również z tym, że domena SH3 Crkl łą
czy się z białkiem W ASP, a domeny SH3 i SH2 Crkl łączą 
się z kinazą Syk, odgrywającą centralną funkcję podczas 
przenoszenia sygnału przez kompleks GPVI/FcyR. Dzięki 
tym połączeniom kinaza Syk i białko WASP są przenoszone 
do cytoszkieletu płytek [41]. Na uwagę zasługuje fakt, że 
białko Crkl jest konstytutywnie ufosforylowane w płytkach 
chorych na przewlekłe białaczki szpikowe, u których nie 
obserwowano również wzrostu fosforylacji Crkl po stymu
lacji receptora kolagenu, kompleksu GPVI/FcyR. Natomiast 
wiązanie się Crkl z Cbl jest silniejsze w płytkach osób z wy
żej wymienionymi chorobami. Konsekwencje funkcjonalne 
tych zjawisk nie są poznane [42],

Cas to białko adaptorowe o m. cz. 130 kDa zawierające 
od N-końca domenę SH3, po której występuje 15 motywów 
zawierających reszty tyrozyny, domena prolinowa, a od C- 
-końca występują dodatkowo dwa motywy wzbogacone 
w reszty tyrozyny. Białko Cas ulega fosforylacji podczas 
aktywacji płytek krwi w obecności kolagenu, jonoforu wap
niowego i aktywatorów kinazy białkowej C (PKC) [44-45]. 
Przypuszcza się, że białko Cas bierze udział przekazywaniu 
sygnału w trakcie aktywacji komórek i ich migracji, w któ
rym uczestniczą integryny. W odróżnieniu od wielu typów 
komórek, w których aktywacja przy udziale integryn powo
duje długotrwałą fosforylację Cas, fosforylacja Cas w płyt
kach krwi jest krótkotrwała. Białko Cas jest fosforylowane 
w płytkach podczas początkowego oddziaływania kolage
nu i trombiny z ich receptorami i ulega defosforylacji po ak
tywacji integryny a IIb(J3i agregacji płytek k rw i. Funkcja Crkl 
i Cas jest bardzo słabo poznana.

BIAŁKO 14-3-3 ZETA

14-3-3^ jest białkiem adapterowym płytek krwi o m.cz. 
29 kDa. Należy do rodziny białek 14-3-3 o m. cz. 27-30 kDa 
[46]. Opisano występowanie dziesięciu izoform tego białka 
u ssaków. Białka 14-3-3 nie zawierają domen charaktery
stycznych dla białek adapterowych, np. domen SH2, SH3, 
PTB i PH. Zbudowane są z N-końcowej domeny dimeryza- 
cyjnej, C-końcowej domeny hamującej aktywność PKC oraz 
domeny homologicznej do występującej w aneksynach, 
znajdującej się pośrodku cząsteczki. Białka 14-3-3 biorą 
udział w regulowaniu przekazywania sygnału w wielu ty
pach komórek dzięki oddziaływaniom z kinazami tyrozy- 
nowymi, PKC, PI3-K, białkami Ras i Raf [47], W płytkach 
krwi 14-3-3ćj oddziałuje również ze skierowanymi do cy- 
toplazmy rejonami łańcuchów łba i Ibp kompleksu gliko- 
protein Ib/IX/V i bierze udział w przekazywaniu sygnału 
od tego kompleksu prowadzącego do aktywacji integryny 
a ]IbP3 adhezji płytek do vWF i agregacji płytek. GP Ib/IX/ 
V jest receptorem vWF, trombiny, P-selektyny, kininogenu 
i czynnika XII. Połączenie się trombiny lub vWF z GP Ib/ 
IX/V uruchamia kaskadę przenoszenia sygnału, podobną 
do uruchamianej przez połączenie się kolagenu z GPVI/ 
FcyR [1, 47-49], Dwa miejsca o sekwencjach GHSL i LVA- 
GRRPSALS C-końcowego odcinka łańcucha łba wiążą się

z 14-3-3^. Fosforylacja przez nieznaną dotychczas kinazę 
reszt seryny tych dwóch miejsc wiążących jest niezbędna 
dla łączenia się tych białek [48, 50], 14-3-3^ łączy się z jed
nym miejscem o sekwencji RLSLTDP C-końcowego odcin
ka Ibp [48]. Fosforylacja przez kinazę A reszty seryny tego 
odcinka jest niezbędna do wiązania sięl4-3-3^ z Ibp [47-48], 
W przenoszeniu sygnału od GP Ib/IX/V biorą również 
udział białka adaptorowe FcyRIIA i FcyR [48, 51-52]. Na 
uwagę zasługuje fakt, że białko 14-3-3^ wiąże się również 
z łańcuchem P1 integryn w sposób niezależny od fosfory
lacji reszt seryny i bierze udział w przewodzeniu sygnału 
od integryn posiadających łańcuch Pj [53], W płytkach krwi 
występuje integryna a 2Pj która jest receptorem kolagenu, 
lamininy i fibronektyny, ale udział białka 14-3-3^ w przewo
dzeniu sygnału od a 2P, jest nieznany.

BIA ŁK A  A D A PTO R O W E -  IN TEG RA LN E  
BIA ŁK A  BŁO N Y PLA ZM A TYC ZN EJ

BIAŁKO LAT

Białko LAT o m. cz. 36-38 kDa jest białkiem integralnym 
błony plazmatycznej płytek krwi, limfocytów T, komórek 
NK i komórek tucznych. LAT jest zbudowane z jednego 
łańcucha polipeptydowego, którego N-końcowy odcinek 
zbudowany z czterech reszt aminokwasowych zlokalizo
wany jest na zewnątrznej stronie błony komórkowej. Rejon 
przechodzący przez błonę zbudowany jest z 21 reszt ami
nokwasowych, a odcinek cytoplazmatyczny jest zbudo
wany z 228 reszt aminokwasowych. Odcinek cytoplazma
tyczny zawiera 10 reszt tyrozyny, z których 5 znajduje się 
w sekwencjach wiążących domeny SH2 białek Grb2 i Gads, 
a jedna reszta tyrozyny znajduje się w sekwencji odpowie
dzialnej za wiązanie domeny SH2 fosfolipaz PLCyl i PLCy2 
[8, 54-55], Dwie reszty cysteiny, występujące w części cyto- 
plazmatycznej blisko odcinka przechodzącego przez błonę 
są palmitylowane, co ułatwia połączenie się LAT z mikro- 
domenami błony wzbogaconymi w glikolipidy (tzw. GEM) 
[56-58], Lokalizacja LAT w mikrodomenach GEM nie jest 
niezbędna dla prawidłowego dojrzewania i funkcjonowa
nia limfocytów T [59]. LAT zajmuje centralną pozycję w ka
skadzie przesyłania sygnału od kompleksu GPVI/Fc yR 
i od receptorów TCR. W formie ufosforylowanej LAT jest 
białkiem skupiającym wiele kinaz tyrozynowych, substra
tów kinaz i wiele białek adapterowych, w tym Gads/SLP- 
-76, PLCy2, PI3-K, Grb2, SLAP-130, SKAP-HOM i Cbl [8,10, 
60-61]. W limfocytach T LAT jest niezbędnym łącznikiem 
pomiędzy receptorami TCR a szlakami kalcyneuryna-czyn- 
nik transkrypcyjny NF-AT oraz Ras-kinaza MAP-czynnik 
transkrypcyjny AP-1. W limfocytach z obniżoną zawarto
ścią LAT nie zachodzi aktywacja wymienionych czynników 
transkrypcyjnych i w konsekwencji nie dochodzi do pra
widłowej aktywacji limfocytów [62-64], W komórkach NK 
brak LAT powoduje obniżenie ich naturalnej i zależnej od 
przeciwciał cytotoksyczności [65-66]. W limfocytach B od
powiednikiem LAT jest białko BLNK, który tworzy kom
pleks z izoformą SLP-76 o m. cz. 65 kDa. Kompleks BLNK/ 
SLP-65 jest niezbędny dla prawidłowego rozwoju i funkcji 
limfocytów B [67-68], W płytkach krwi LAT ulega fosfory
lacji po połączeniu się kolagenu z kompleksem GPVI/FcyR, 
czynnika vWf z kompleksem GPIb-V-IX i przeciwciał z re
ceptorem FcyRIIA. W formie ufosforylowanej LAT łączy
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się z kinazami Syk i Lyn, PLCy2 i podjednostką 85 kinazy 
PI3-K. Płytki krwi z obniżoną zawartością LAT wykazują 
znaczne obniżenie fosforylacji PLCy2, co powoduje spadek 
aktywacji tych komórek, m.in. obniżoną aktywację recep
tora fibrynogenu, glikoproteiny a,|bP3, i obniżoną ekspresję 
P-selektyny -  wskaźnika aktywacji płytek [69]. LAT bierze 
udział w aktywacji kinazy PI3-K, która dostarcza drugorzę- 
dowych przekaźników informacji, w tym 3,4,5- trisfosfaty- 
dyloinozytolu (PIP3), który również uczestniczy w przyłą
czaniu do błony plazmatycznej białek zawierających dome
ny PH, w tym kinaz z rodziny Tec oraz PLCy. Obniżenie 
zawartości LAT powoduje w limfocytach T brak fosforyla
cji SLP-76, podczas gdy w płytkach krwi jest ona tylko nie
znacznie obniżona. W dodatku, myszy z zahamowaną syn
tezą LAT w płytkach krwi nie wykazują zaburzeń hemosta- 
zy, podczas gdy brak LAT powoduje upośledzenie rozwoju 
i funkcji limfocytów T [16], Wydaje się, że brak LAT w płyt
kach krwi jest kompensowany innymi mechanizmami prze
kazywania sygnału. Mechanizmy te umożliwiają prawidło
we rozpłaszczanie się płytek stymulowanych kolagenem na 
powierzchniach pokrytych unieruchomionym fibrynoge- 
nem oraz prawidłową agregację płytek pod wpływem ak
tywatorów kompleksu GPVI/FcyR, takich jak konwulsyna 
i kolagen, który w wysokich stężeniach wywołuje agregację 
płytek niezależną od ADP i TxA2. Płytki krwi z zahamowa
ną syntezą LAT nie wytwarzają TxA2 i uwalniają znacznie 
mniej ADP, co jest przyczyną ich obniżonej agregacji pod 
wpływem kolagenu w niskich stężeniach [70]. LAT bierze 
również udział w niezależnej od integryny a |]b(33 fibryno
genu, ADP i TxA2 agregacji płytek pod wpływem peptydu 
RFYVVMWK o sekwencji C-końca trombospondyny, która 
odgrywa ważną funkcję w powstawaniu nieodwracalnych 
agregatów płytek krwi [71]. Białko LAT w odróżnieniu od 
białka SLP-76, kinaz rodziny src, kinazy Fak i Btk nie ule
ga fosforylacji po związaniu się fibrynogenu z integryną 
a |lbP3 i aktywacji PLCy2 zależnej od tej integryny podczas 
rozpłaszczania się płytek na włóknach fibrynogenu [19, 72], 
Na uwagę zasługuje fakt, że LAT jest lepszym markerem 
rozwijających się megakariocytów w porównaniu z czyn
nikiem vWF, białkami CD31 i CD61. Badania immunohi- 
stochemiczne z zastosowaniem przeciwciał skierowanych 
przeciwko LAT pozwalają na wykrycie nieprawidłowo 
rozwijających się megakariocytów w ostrych białaczkach 
megakariocytycznych, przewlekłych chorobach mieloproli- 
feracyjnych i anomaliach rozwoju rdzenia kręgowego [73]. 
Najnowsze badania wykazały, że czynnik wirulentny pa
łeczki Yersinia pseudotuberculosis przenika do limfocytów T, 
łączy się z LAT i SLP-76 powodując hamowanie aktywacji 
limfocytów T. Jest to pierwszy opisany przypadek obniża
nia odpowiedzi immunologicznej spowodowany oddziały
waniem patogenu z białkami adaptorowymi [74].

BIAŁKO PAG

Białko PAG jest zbudowane z jednego łańcucha polipep- 
tydowego. N-koniec PAG składa się z 16 reszt aminokwa- 
sowych i zlokalizowany jest po zewnątrznej stronie błony 
komórkowej, a C-koniec składa się z 397 reszt aminokwa- 
sowych i zorientowany jest do cytoplazmy. Odcinek cyto- 
plazmatyczny PAG zawiera 10 reszt tyrozyny, z których 9 
znajduje się w sekwencjach wiążących domeny SH2 innych 
białek, oraz dwa segmenty bogate w reszty proliny, które

mogą łączyć się z domenami SH3. Białko PAG występuje 
w różnych typach komórek i podobnie do LAT zlokalizo
wane jest w mikrodomenach GEM błony plazmatycznej 
[8, 75-76]. PAG ulega konstytutywnej fosforylacji, a także 
wiąże się z kinazą Csk, która katalizuje reakcję fosforyla
cji reszty tyrozyny 516 kinaz src zlokalizowaną w C-końcu 
tych białek. Fosforylacja tej reszty powoduje zahamowanie 
aktywności kinaz src. W resultacie aktywacji limfocytów 
T kinaza Csk odłącza się od kinazy src, tyrozyna 516 ulega 
defosforylacji, centrum katalityczne kinazy zostaje odbloko
wane i kinaza src ulega aktywacji. Funkcja PAG w płytkach 
krwi jest bardzo mało poznana. Wiadomo, że ulega ono fos
forylacji po stymulacji płytek kolagenem i trombiną, ale nie 
wiadomo czy łączy się z kinazami src [8],

W niniejszym artykule nie opisano budowy i mechani
zmu działania integralnych białek błony pełniących funk
cję białek adaptorowych, tj. FcyR i FcyRIIA, opisanych we 
wcześniejszym artykule opublikowanym w Postępach 
Biochemii [1], Na uwagę zasługuje fakt, że FcyR w odróż
nieniu od konstytutywnie połączonych z domenami GEM 
białek LAT i PAG, ulega przejściowemu połączeniu się z ty
mi domenami dopiero po aktywacji kolagenem kompleksu 
GPVI/FcyR. Przemieszczenie się tego kompleksu na teren 
GEM jest bardzo szybkie i trwa kilka sekund, co zapewnia 
natychmiastową aktywację płytek w miejscu uszkodzonego 
naczynia krwionośnego. Przekazywanie sygnału z udzia
łem białek i lipidów domen GEM limfocytów T jest dużo 
wolniejsze i może trwać godziny [77].

PO D SU M O W A N IE

Aktywatory płytek krwi, takie jak trombina, kolagen lub 
ADP, łączą się ze swoimi receptorami na powierzchni tych 
komórek, powodując przekazywanie informacji do wnętrza 
komórki. Umożliwia to aktywację kinaz tyrozynowych, bia
łek G, fosfataz, które z kolei są niezbędne do zmiany kształtu 
płytek krwi, ich adhezji i agregacji, a w końcowym efekcie 
do zatamowania krwawienia w miejscu przerwania ciągło
ści naczynia krwionośnego. W przekazywaniu informacji 
do wnętrza płytki krwi biorą również udział białka adapto- 
rowe, które są odpowiedzialne za tworzenie szkieletu wie
loskładnikowych centrów przekazywania sygnału, w skład 
których wchodzą m.in. kinazy tyrozynowe. Dzięki temu 
białka adaptorowe umożliwiają oddziaływania pomiędzy 
kinazami i ich substratami oraz ich szybką i następującą 
w odpowiedniej kolejności aktywację. Występowanie wielu 
białek adaptorowych opisano początkowo w limfocytach, 
gdzie ich funkcja jest dobrze poznana. Wiele z tych białek 
występuje też w płytkach krwi, ale ich funkcja jest znacz
nie mniej poznana w porównaniu z limfocytami. Wynika to 
m.in. z faktu, że zainteresowanie białkami adaptorowymi 
w płytkach krwi rozpoczęło się zaledwie kilka lat temu oraz 
z trudności stosowania technik genetycznych w przypad
ku płytek krwi, które są pozbawione jądra. Zastosowanie 
w badaniach megakariocytów, jądrzastych prekursorów 
płytek krwi oraz megakariocytycznych linii komórkowych 
powinno znacznie przyspieszyć postęp wiedzy o białkach 
adaptorowych w płytkach krwi.
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A B ST R A C T
Adaptor proteins play a pivotal role in the regulation of signal transduction events elicited after the engagement of cell surface receptors. 
Platelets exhibit a number of integral membrane receptors capable of initiating a cellular response. These include collagen receptors, von 
Willebrand factor receptors, the fibrinogen receptor, and a number of G-protein coupled receptors, such as those for thrombin and ADP. The 
primary function of platelet receptors is the translation of externally applied signals into appropriate responses leading to platelet activation 
being a prerequisite for normal hemostasis. Multitude of signalling pathways described in platelets is based on the interaction of compounds 
of many different categories, such as transmembrane receptors, protein kinases, protein phoshatases, G-proteins, transmembrane and cytosol
ic adaptor proteins, phosphoinositides, cyclic AMP or GMP. Adaptor proteins lack intrinsic effector function, but contain distinct molecular 
domains, which mediate protein-protein and protein-lipid interactions. These molecules thus serve as a scaffolding, around which effectors 
and their substrates are assembled into three-dimensional signaling complexes. Adaptor proteins integrate receptor-mediated signals at in
tracellular levels and couple signaling receptors to cytosolic signaling pathways. While the function of adaptor proteins is well established in 
immune cells, the knowledge about their role in platelet activation is still at the onset Over the last decade numerous adaptor proteins have 
been identified in platelets and shown to be involved in accurate assembly of intracellular signaling complexes. Collagen-induced platelet 
intracellular signaling through GPVI resembles the functional response of B- and T-cell antigen receptors and is the best described in the 
literature. This review focuses on the structure and functional role of the most extensively studied adaptor proteins during platelet activation 
induced by physiological agonists.
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Wykaz skrótów: BCPI -  inhibitor proteaz cy
steinowych motyla jedwabnika Bombyx mori 
(ang. Bombyx cysteine proteinase inhibitor); CEW 
-  cystatyna białka jaja kurzego (ang. chicken egg 
white cystatin); CTLA -  antygen cytotoksycz- 
nych limfocytów T (ang. cytotoxic T- lymphocyte 
antigen); ECI -  inhibitor proteaz cysteinowych 
łososia (ang. chum salmon egg cysteine proteinase 
inhibitor); MHC -  główny układ zgodności tkan
kowej (ang. major histocompatibility complex); 
PMC -  multicystatyna ziemniaka (ang. potato 
multicystatin); PI, PI' -  reszty aminokwasowe 
substratu połączone wiązaniem peptydowym 
hydrolizowanym przez proteazę; S I', S2', SI, 
S2, S3 -  proteazowe miejsca wiążące substrat 
według nomenklatury Schechtera i Bergera

ST R ESZ C Z EN IE

B iałkowe inhibitory enzymów proteolitycznych odgrywają ważną rolę w regulacji aktyw
ności endogennych proteaz i w mechanizmach obronnych organizmu przed patogenami, 

przeciwdziałając szkodliwej aktywności egzogennych proteaz. Znaczny wzrost zaintereso
wania w ostatnich latach białkowymi inhibitorami proteaz cysteinowych jest spowodowany, 
z jednej strony, stale poszerzającą się wiedzą dotyczącą udziału ich docelowych enzymów 
w procesach patologicznych, leżących u podstaw wielu chorób człowieka, z drugiej strony, 
perspektywą wykorzystania wiedzy na temat mechanizmów ich działania w leczeniu tych 
schorzeń. Artykuł jest przeglądem najważniejszych wiadomości na temat trzech rodzin inhi
bitorów proteaz cysteinowych: cystatyn, tyropin i inhibitorów homologicznych do propep
tydów proteaz cysteinowych. Szczególna uwaga jest poświęcona strukturalnym podstawom 
mechanizmów interakcji tych inhibitorów z ich docelowymi enzymami. Praca przedstawia 
ogólną charakterystykę tych rodzin zgodnie z klasyfikacją inhibitorów proteaz przeprowa
dzoną przez bazę danych MEROPS, wskazując na nowe niedawno odkryte inhibitory.

W PR O W A D Z EN IE

Enzymy proteolityczne (proteazy, peptydazy) tworzą dużą grupę białek, 
kodowaną przez około 2% wszystkich znanych genów, bez których organizmy 
żywe nie byłyby w stanie funkcjonować [1]. Chociaż są tak niezastąpione, to 
właśnie z powodu istotnej funkcji jaką pełnią (zewnątrz- i wewnątrzkomórkowa 
degradacja białek) stanowią potencjalne niebezpieczeństwo dla swojego środo
wiska i dlatego powinny znajdować się pod ścisłą kontrolą. Endogenne inhibi
tory proteaz są ważnym narzędziem wykorzystywanym przez organizmy żywe 
do regulacji aktywności proteolitycznej ich docelowych enzymów. Naturalnie 
występujące inhibitory proteaz są w głównej mierze inhibitorami białkowymi. 
Tylko niektóre mikroorganizmy produkują niebiałkowe inhibitory osłabiają
ce aktywność proteolityczną peptydaz gospodarza [2]. Siłą napędową badań 
zajmujących się inhibitorami proteaz jest możliwość wykorzystania uzyskanej 
wiedzy na ich temat w medycynie i biotechnologii [3]. Celem niniejszej pracy 
jest przedstawienie aktualnego stanu wiedzy dotyczącej trzech strukturalnie od
rębnych grup inhibitorów proteaz cysteinowych: cystatyn, tyropin i inhbitorów 
homologicznych do propeptydów proteaz cysteinowych, ze szczególnym zwró
ceniem uwagi na budowę i mechanizm ich działania. Zgodnie z klasyfikacją 
bazy danych MEROPS (http://merops.sanger.ac.uk/), inhibitory te stanowią 
oddzielne rodziny oznaczone kolejno jako 125, 131 i 129 (Tabela 1). Cystatyny 
(125) są najliczniejszą i najlepiej scharakteryzowaną rodziną inhibitorów regu
lujących aktywność katepsyn cysteinowych człowieka, ważnych z medycznego 
punktu widzenia. Zdolność hamowania aktywności katepsyn cysteinowych 
mają również tyropiny (131) i inhibitory homologiczne do propeptydów proteaz 
cysteinowych (129), które są obecnie intensywnie badane. Warto zwrócić uwagę, 
że białka wymienionych rodzin nie są jedynymi znanymi inhibitorami prote
az cysteinowych. W ciągu ostatnich kilku lat opisano nowe inhibitory tej klasy 
enzymów proteolitycznych, które nie wykazywały znaczącego podobieństwa 
sekwencji aminokwasowej do białek wcześniej opisanych rodzin inhibitorów. 
Przykładem takich inhibitorów są klitocypina (148) izolowana z owocnika jadal
nego grzyba Clitocybe nebularis [4, 5] i chagasyna (142) izolowana z Trypanosoma 
cruzi [6, 7). Ponadto okazało się, że niektóre białka należące do rodzin inhibito
rów proteaz serynowych (14,13A, 112) mogą hamować aktywność proteaz cyste
inowych. Najczęściej podawanymi przykładami takich inhibitorów są: antygen 
raka płaskonabłonkowego SCCA1 (14) [8] i jego homolog SQN-5 występujący 
u myszy [9], roślinne inhibitory typu Kunitza (I3A) izolowane z Prosopis juliflora 
[10] i Bauhinia bauhinioides [11], oraz inhibitor VI bromelainy z ananasa (112) [12], 
Wszystkie wspomniane powyżej inhibitory łączy jedna wspólna cecha, są to in
hibitory proteaz cysteinowych rodziny C l (rodziny papainy) (Tabela 1). Bada
nia inhibitorów hamujących aktywność proteaz cysteinowych nie należących do 
rodziny papainy również są intensywnie prowadzone [3, 13], czego dowodem
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T abela  1. Rodziny inhibitorów  proteaz cysteinowych CA1 w edług bazy danych M EROPS.

Rodzina Rodzina lub _  Rodziny hamowanych, . Typowy przykład lednostki inhibitorowe] . *inhibitorów podrodzina J r J r  J ’ proteaz *

cystatyny 
(ang. cystatins)

tyropiny (ang. thyropins)

inhibitory homologiczne do 
propeptydów proteaz cysteinowych

inhibitory roślinne typu Kunitza 

inhibitory typu Bowmana-Birka 

serpiny (ang. serpins)

makroglobuliny (a,M)

I25A

I25B

131

129

I3A

112

14

142

148

139

cystatyna A (ang. cystatin A; Homo sapiens)

owocystatyna (ang. ovocystatin; Gallus gallus)

ekwistatyna (ang. equistatin; Actinia equina)

CTLA (ang. cytotoxic T- lymphocyte antigen), 
antygen cytotoksycznych limfocytów T

inhibitor trypsyny z nasion soi typu Kunitza (ang. 
soybean Kunitz trypsin inhibitor; Glycine max)

inhibitor typu Bowmana-Birka (ang.
Bowman-Birk inhibitor; Glycine max)

cij-inhibitor proteaz (ang. a:-proteinase 
inhibitor; Homo sapiens)

chagasyna (ang. chagasin, Trypanosoma cruzi) 

klitocypina (ang. clitocypin, Lepista nebularis)

a 2 -  makroglobulina (ang. a,
-  macroglobulin; Homo sapiens)

Cl

C l, C13 

C l, A1

Cl

SI, C l, A1 

S I ,  C l

SI, S8, C l, C14

Cl

Cl

proteazy aspartylowe, 
cysteinowe, serynowe 
i metaloproteazy

*Rodziny proteaz cysteinow ych (C l -  papainy, C13 -  legum ainy, C14 -  kaspazy), serynow ych (SI -  chym otrypsyny, S8 -  subtylizyny), aspartylow ych (A l -  katepsyny D), 
dla których opisany został przykład ham owania aktywności peptydazow ej przez jedno lub więcej białek należących do określonej rodziny / podrodziny inhibitorowej. 
Rodziny te odnoszą się do rodzin inhibitorów (kolumna 1 i 2), a nie do typowych przykładów jednostek inhbitorow ych (kolumna 3).

może być pojawienie się nowych rodzin stafostatyn (ang. 
staphostatins) izolowanych z Staphylococcus sp. w bazie ME
ROPS: 157 i 158 [3 ,14 ,15 ]. Omówienie wszystkich inhibito
rów proteaz cysteinowych znacznie wykracza jednak poza 
planowany zakres niniejszej pracy.

osteoporoza, choroba Alzheimera, stwardnienie rozsiane, 
dystrofia mięśni, zapalenie przyzębia [17-22],

K LA SY FIK A C JA  I M EC H A N IZ M  D ZIA ŁA N IA  
IN H IB IT O R Ó W  PRO TEA Z C Y ST EIN O W Y C H  CA1

PRO TEA ZY CY ST EIN O W E CA1

Proteazy cysteinowe, nazywane również proteazami 
tiolowymi lub sulfhydrylowymi, stanowią klasę enzymów 
proteolitycznych katalizujących reakcję hydrolizy wiązania 
peptydowego, w której bierze udział reszta cysteiny cen
trum aktywnego białka. Proteazy tiolowe traktowane były 
często jako grupa białek spokrewnionych ze sobą, niekiedy 
nawet określanych terminem „rodzina proteaz cysteino
wych", chociaż prawdą jest, że wywodzą się one z kilku od
rębnych linii ewolucyjnych [16]. W bazie danych MEROPS 
proteazy cysteinowe zostały umieszczone w ośmiu klanach: 
CA, CD, CE, CF, CH, PA, PB i PC, tworząc ponad czterdzie
ści rodzin. Najlepiej poznaną rodziną proteaz cysteinowych 
jest rodzina papainy, czyli rodzina C l klanu CA (proteazy 
cysteinowe CA1). Obok papainy traktowanej jako archetyp 
opisywanej grupy białek, do rodziny C l należą proteazy 
roślinne, takie jak: chymopapaina, karikaina, bromelaina, 
aktinidvna, ficyna, aleuraina, oryzaina, a także kruzypaina 
(Trypanosoma cruzi) i proteazy innych pasożytów, hydrolaza 
bleomycyny i grupa lizosomalnych proteaz cysteinowych 
ssaków (katepsyn cysteinowych: B, H, L, S, C, K, O, F, V, 
X, W ). Nieprawidłowa, destrukcyjna aktywność lizosomal
nych proteaz cysteinowych została zaobserwowana w pato- 
mechanizmie wielu chorób człowieka, takich jak: nowotwo
ry złośliwe (proces inwazji i przerzutowania nowotworów), 
reumatoidalne zapalenie stawów, zapalenie kości i stawów,

System klasyfikacji inhibitorów peptydaz utworzony na 
podstawie podobieństwa ocenianego na poziomie sekwen
cji aminokwasowej został zaproponowany przez twórców 
bazy danych MEROPS [23], Spośród ponad czterdziestu 
rodzin inhibitorów peptydaz, czternaście rodzin zawiera in
hibitory proteaz cysteinowych (13, 14, 112, 125, 127, 129, 131, 
132,139,142,148,157,158,150). Wśród pięciu rodzin (125,127, 
129, 131 i 112) znajdują się złożone inhibitory homotypowe 
(zbudowane z jednostek inhibitorowych tej samej rodziny). 
Osiem rodzin (13,14,112,125,139,150,132,131) tworzy osiem 
oddzielnych klanów, co świadczy o przynajmniej ośmiu 
liniach ewolucyjnych tej grupy białek. Aktywność proteaz 
cysteinowych CA1 mogą regulować białka dziewięciu róż
nych rodzin inhibitorowych (Tabela 1). Nowe podejście do 
klasyfikacji inhibitorów peptydaz zastosowane w bazie da
nych MEROPS nie pokrywa się z wcześniej używaną i zale
caną klasyfikacją opartą na typie katalitycznym hamowanej 
peptydazy [23]. Wśród kilku rodzin znane są inhibitory, 
które hamują peptydazy różnych typów katalitycznych. 
Można to wytłumaczyć w dwojaki sposób: albo aktywność 
strukturalnie różnych peptydaz jest regulowana poprzez 
ten sam mechanizm, albo strukturalnie podobne inhibito
ry hamują aktywność proteaz wykorzystując różne me
chanizmy. Przedstawiona klasyfikacja inhibitorów proteaz 
cysteinowych CA1 dowodzi istnienia wielu różnych me
chanizmów interakcji tych inhibitorów z enzymami. Z tej 
różnorodności obecnie znanych sposobów, które pozwalają 
inhibitorom hamować aktywność docelowych peptydaz,
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wyłaniają się dwa ogólne typy inhibicji: 1) odwracalne wią
zanie inhibitorów o wysokim powinowactwie do enzymu 
(ang. tight-binding inhibitors, 125, 131, 129, I3A, 112); 2) nie
odwracalne wiązanie inhibitorów „pułapek" (ang. 'trapping' 
inhibitors, 14,139 ) [14, 23],

C Y STA TYN Y

Cystatyny są odwracalnymi, kompetycyjnymi, silnie 
wiążącymi się inhibitorami proteaz cysteinowych rodziny 
C l [24-26]. Niektóre cystatyny mają również zdolność ha
mowania aktywności legumainy, proteazy cysteinowej ro
dziny C13 klanu CD, wykorzystując drugie niezależne miej
sce reaktywne [3, 27]. Nazwa „cysta ty na" (CE W, ang. chic
ken egg white cystatin) została po raz pierwszy zastosowana 
przez Barretta w celu określenia inhibitora cysteinowych 
endopeptydaz, wyizolowanego i częściowo scharakteryzo
wanego z białka jaja kurzego [24], Od tego czasu udało się 
zidentyfikować wiele inhibitorowych białek wykazujących 
znaczące podobieństwo sekwencji do sekwencji aminokwa- 
sowej cystatyny białka jaja kurzego, które obecnie tworzą 
jedną rodzinę 125 w bazie danych MEROPS. Do końca lat 
osiemdziesiątych cystatyny stanowiły superrodzinę złożo
ną z trzech rodzin (rodzinal: stefiny, rodzina 2: cystatyny, 
rodzina 3: kininogeny). W kolejnych latach, znaczny wzrost 
liczby nowo identyfikowanych cystatyn, zarówno poprzez 
izolacje białek inhibitorowych z różnych źródeł, jak również 
klonowanie genów zawierających sekwencje cystatynowe, 
przysporzył wiele problemów dotyczących klasyfikacji 
i nomenklatury tej grupy białek. Wśród nowych białek, któ
re zostały włączone w skład superrodziny cystatyn, znaj
dowały się białka bez aktywności inhibitorowej (fetuiny, 
glikoproteiny bogate w histydynę i inne białka spokrewnio
ne z cystatynami), które utraciły bądź nigdy nie nabyły tej 
aktywności, oraz inhibitorowe białka cystatynowe niższych 
organizmów, między innymi: cystatyna jadu żmiji Bitis 
arietans, sarkocystatyny larwy muchy Sarcophaga peregrina, 
cystatyna muszki owocowej Drosophila melanogaster [28]. Po
mysł utworzenia nowej rodziny o nazwie „fitocystatyny", 
która obejmowałaby wszystkie cystatyny pochodzenia ro
ślinnego, nie doczekał się realizacji [29,30], Podział superro
dziny cystatyn nie pokrywa się z podziałem rodziny 125 na 
podrodziny, czego główną przyczyną jest przyjęty w bazie 
MEROPS system klasyfikacji oparty na jednostkach inhibi
torowych, a wśród cystatyn znajduje się wiele złożonych 
inhibitorów homotypowych. W podrodzinie I25A znalazły 
się białka należące wcześniej do stefin i fitocystatyn, podro- 
dzina I25B objęła inhibitory rodziny 2, a także inhibitorową 
jednostkę 2 i 3 kininogenów. Białka podrodziny I25C nie są 
inhibitorami proteaz cysteinowych, większość nie wykazuje 
w ogóle aktywności inhibitorów peptydaz (alfa^-HS-gliko- 
proteina, glikoproteina bogata w histydynę, jednostka 1 ki
ninogenów). Podrodzina ta obejmuje również inhibitor me- 
taloproteaz rodziny M12 izolowany z jadu węża Bothrops ja- 
raraca. Do podrodziny I25D należą jedynie sarkocystatyny.

OGÓLNA CHARAKTERYSTYKA CYSTATYN

Tradycyjny podział superrodziny cystatyn na stefiny, 
cystatyny i kininogeny [28], rodziny początkowo obejmu
jące białka różniące się mniej niż połową reszt aminokwa- 
sowych, stał się w rezultacie systemem opartym na dwóch

kryteriach: wielkości łańcucha polipeptydowego oraz obec
ności lub braku mostków disiarczkowych. Stefiny są białka
mi zbudowanymi z pojedynczego łańcucha polipeptydowe
go o długości około 100 reszt aminokwasowych (~ 11 kDa), 
które nie posiadają części cukrowej ani mostków disiarcz
kowych [24], Do tej grupy białek należą dwa typy cystatyn, 
stefina A i B, izolowane z tkanek różnych gatunków ssaków 
(znane są między innymi stefiny A i B człowieka, szczura, 
wołu, myszy), oraz stefina C wołu i stefina D świni [13, 25]. 
W pozycji 3 łańcucha polipeptydowego stefiny B znajduje 
się reszta cysteiny, która jest odpowiedzialna za tworzenie 
mostka disiarczkowego pomiędzy dwoma cząsteczkami. 
Utworzony w ten sposób dimer stefiny B jest nieaktywny 
[24], Stefiny są głównie białkami cytosolowymi, chociaż 
w małych stężeniach mogą też występować w płynach ze- 
wnątrzkomórkowych [13, 25], Stefina A człowieka została 
początkowo wykryta w komórkach nabłonkowych i leuko
cytach polimorfonuklearnych, sugerując jej funkcję obronną 
przeciwko proteazom cysteinowym produkowanym przez 
atakujące organizm patogeny. Białko to znaleziono również 
w wątrobie, śledzionie, łożysku, błonie śluzowej jamy ustnej 
i macicy, oraz w płynach ustrojowych. Stefina B człowieka 
jest bardziej rozpowszechniona wśród różnych komórek 
i tkanek, co wskazuje na jej ogólną rolę ochronną przeciw
ko niekontrolowanej proteolizie przeprowadzanej przez 
lizosomalne proteazy cysteinowe [3, 31]. Grupa roślinnych 
cystatyn (fitocystatyn) znajduje się w podrodzinie I25A we
dług klasyfikacji przyjętej w bazie MEROPS. Fitocystatyny 
podobnie jak stefiny nie posiadają mostków disiarczko
wych i reszt cysteinowych [29]. Cystatyny roślinne są dużo 
słabszymi inhibitorami proteaz papainowych niż cystatyny 
zwierzęce. Przykładowo wartość stałej inhibicji cystatyny 
PMC (ang. potato multicystatiń), jednej z najsilniejszych fito
cystatyn, wynosi 0,1 nM dla papainy [30], Badania nad cy
statynami roślinnymi prowadzone są głównie ze względu 
na zdolność tych inhibitorów do hamowania aktywności 
peptydazowej soków trawiennych niektórych szkodników 
roślin. Do chwili obecnej wyizolowano i scharakteryzowa
no między innymi cystatyny z nasion ryżu -  oryzacysta- 
tyny, kukurydzy, nasion soi, nasion słonecznika, nasion 
fasoli, Arabidopsis thaliana, Carica papaya, Chelidonium majus, 
multicystatynę PMC z bulw ziemniaka [29, 30], Rodzina cy
statyn obejmowała początkowo owocystatynę (CEW) oraz 
cystatyny człowieka: C, D, S, SN i SA, a także ich homolo- 
gi znalezione wśród innych gatunków ssaków [13, 24, 25, 
32], W drugiej połowie lat dziewięćdziesiątych do grupy tej 
dołączyły nowe cystatyny: cystatyna E/M [33, 34] i cysta
tyna F/leukocystatyna [35, 36], wykazujące odpowiednio 
26 -  34% i 30 -  34% identyczność sekwencji aminokwaso- 
wej z pozostałymi białkami rodziny 2. Wymienione białka 
należące do rodziny cystatyn są jednołańcuchowymi poli- 
peptydami zbudowanymi ze 120 -  126 reszt aminokwasów, 
których masa cząsteczkowa waha się w granicach 14 -  20 
kDa. Charakteryzuje je obecność dwóch mostków disiarcz
kowych zlokalizowanych przy końcu C białka. Wyjątek sta
nowi cystatyna F mająca dodatkowo trzeci mostek disiarcz- 
kowy stabilizujący N-końcową część białka. Większość opi
sywanych cystatyn nie jest glikozylowana, ale reszty węglo
wodanowe zawierają: cystatyna E/M, F [33, 35] i cystatyna 
C szczura [13]. Białka rodziny cystatyn są syntetyzowane 
jako preproteiny z sygnalnym N-końcowym peptydem
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(około 20 reszt), co sugeruje ich aktywność zewnątrzkomór- 
kową. Największe stężenie cystatyny C człowieka zanoto
wano w płynie mózgowo-rdzeniowym i płynie nasiennym, 
w mniejszym stężeniu występuje ona również w osoczu, 
ślinie, łzach, płynie maziówkowym i płynie owodniowym 
[24, 32], Z powodu tak szerokiej zewnątrzkomórkowej loka
lizacji, zasugerowano, że cystatyna C pełni funkcję regula
cyjną i obronną przeciwko endo- i egzogennym proteazom 
cysteinowym obecnym w płynach ustrojowych [31]. Bada
nia cystatyny C wykazały, że ze względu na stałe stężenie 
w surowicy krwi niezależne od wieku, płci, wzrostu czy 
masy mięśniowej, jest ona doskonałym markerem służącym 
do oceny funkcji nerek. Kliniczne wykorzystanie cystatyny 
C w pomiarach wskaźnika filtracji kłębuszkowej GFR (ang. 
glomerular filtration rate) jest obecnie szeroko dyskutowane 
[37], Cystatyny S, SA i SN, wykazujące 54% podobieństwo 
sekwencji z cystatyną C, wyizolowano ze śliny, ale wystę
pują one również we łzach, a cystatyny S i SA dodatkowo 
w płynie nasiennym. Cystatynę D wykryto głównie w tkan
kach ślinianki przyusznej i łzach [31]. Analiza dystrybucji 
przeprowadzona metodą Northern wykazała, że gen cysta
tyny E/M ulega najsilniejszej ekspresji w tkankach macicy
1 wątroby [33], a gen cystatyny F -  w śledzionie i leukocy
tach krwi obwodowej [35]. Kininogeny są dużymi, wielo
funkcyjnymi glikoproteinami, występującymi w surowicy 
krwi ssaków [13, 24, 25]. Przez długi czas znane były tyl
ko jako białkowe prekursory wazoaktywnych kinin i jako 
białka biorące udział w kaskadzie krzepnięcia krwi. Istnie
ją trzy odmienne typy kininogenów: wysokocząsteczkowy 
(H-kininogen, ~ 120 kDa), niskoczasteczkowy (L-kininogen, 
~ 68 kDa) i kininogen szczura (T-kininogen, ~ 68 kDa). Ki
ninogeny mają osiem mostków disiarczkowych i trzy do
meny (D l, D2, D3), wykazujące znaczące podobieństwo 
sekwencji do sekwencji cystatyn rodziny 2. Tylko domeny
2 i 3 kininogenów wykazują aktywność inhibitorową wobec 
cysteinowych proteaz papainowych, a domena 2 -  również 
wobec kalpain. Zarówno L- jak i H-kininogen są w stanie 
wiązać dwie cząsteczki cysteinowych peptydaz jednocze
śnie [13]. Białka opisanych trzech rodzin cystatynowych zy
skały ostatnio nową ogólną nazwę „klasyczne cystatyny", 
aby podkreślić ich odmienność od stale poszerzającej się 
grupy białek posiadających wprawdzie sekwencje cystaty- 
nopodobne, ale nie wykazujących aktywności inhibitorowej 
wobec proteaz papainowych [38].

STR U K T U R A  PR Z EST R Z EN N A  I M ECH A N IZM  
H A M O W A N IA  A K TYW N O ŚC I PRO TEA Z  
C Y ST EIN O W Y C H  CA1 PRZEZ CYSTA TYN Y

Liczne badania kinetyczne i strukturalne ujawniły, że 
cystatyny wiążą się z docelowym enzymem w stosunku 
stechiometrycznym 1:1, z wysokim powinowactwem w re
akcji odwracalnej. Poznanie struktury przestrzennej cysta
tyny jaja kurzego [39], oznaczonej za pomocą krystalografii 
rentgenowskiej przyczyniło się do zaproponowania modelu 
hamowania cysteinowych proteaz przez cystatyny na pod
stawie komputerowego modelowania molekularnego [24]. 
Model ten został następnie zweryfikowany przez określenie 
struktury krystalograficznej kompleksu stefiny B człowieka 
z papainą [40]. Cząsteczkę cystatyny białka jaja kurzego bu
duje pięciopasmowa antyrównoległa struktura harmonijko
wa (3-kartki, która jest częściowo owinięta wokół pięciozwo-

jowej struktury a-helisy (Rys. 1). Wysoce konserwatywny 
dla wszystkich cystatyn region (motyw QXVXG) obejmu
jący reszty Gln53 -  Gly57 (zgodnie z numeracją łańcucha 
aminokwasowego CEW) zlokalizowany jest na pierwszym 
zagięciu „spinki do włosów" łączącym anty równoległe nici 
(3, który został nazwany pierwszą (3-pętlą. W sąsiedztwie 
pierwszej (3-pętli znajduje się segment N-końcowy z zacho
waną w ewolucji resztą Gly9 i druga (3-pętla z resztami Pro- 
103 -  Trpl04. Te trzy elementy tworzą strukturę znaną jako 
„krawędź w kształcie klina" (ang. wedge-shaped 'edge') [39], 
Przedstawiony sposób sfałdowania cystatyn został potwier
dzony przez określenie struktury przestrzennej za pomocą 
spektroskopii NMR dla cystatyny jaja kurzego [41], cysta
tyny A człowieka [42-44], oryzacystatyny-I [45] i częściowo 
dla cystatyny C człowieka [46]. Mimo ogólnego podobień
stwa strukturalnego tych białek, zauważono również kilka 
znaczących różnic. Najbardziej widoczna różnica dotyczy 
odcinka 23 aminokwasów pomiędzy resztami w pozycjach 
69 i 91 cystatyny jaja kurzego, którego stefiny nie posiadają. 
W strukturze krystalograficznej białka CEW (Rys. 1) odcinek 
ten przyjmuje konformację dodatkowej a-helisy, obecności 
której nie wykazała analiza struktury cystatyny jaja kurzego 
w roztworze. Prawdopodobnie więc obecność dodatkowej 
struktury a-helisy jest skutkiem zastosowanej metody kry
stalograficznej [41]. Pozostałe obserwowane różnice dotyczą 
budowy cystatyny jaja kurzego i cystatyny A [42]. Druga (3- 
-pętla cystatyny A jest dłuższa o dwie reszty aminokwasowe, 
przez co jest znacznie szersza, bardziej ruchoma i elastyczna. 
Koniec karboksylowy cystatyny A jest również dłuższy od

N-KOŃCOWY
SEGMENT

Rysunek 1. Struktura cystatyny jaja kurzego (1CEW, baza danych PDB) oznaczo
na za pom ocą krystalografii rentgenow skiej. Opis w tekście
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C-końca cystatyny jaja kurzego o dziewięć reszt aminokwa- 
sowych, które układają się wzdłuż wypukłej powierzchni 
P-kartki. Ponadto istnieją drobne różnice w orientacji prze
strzennej struktury a-helisy, która w cząsteczce cystatyny 
A jest prawie prostopadła w stosunku do pasm (3-kartki 
i lekko zgięta. Ostatnie strukturalne badania cystatyn były 
w dużym stopniu poświęcone wyjaśnieniu dimeryzacji i po
limeryzacji tych białek, gdzie znaczną rolę odgrywa proces 
wymiany domen (ang. 3D domain swapping). Badania te mają 
szczególne znaczenie dla zrozumienia procesów odkłada
nia się złogów amyloidowych cystatyny C w świetle naczyń 
krwionośnych mózgu u osób cierpiących na mózgową an- 
giopatię amyloidową lub jej wrodzoną postać HCCAA (ang. 
hereditary cystatin C amyloid angiopathy) [47, 48]. Zgodnie 
z zaproponowanym modelem (ang. 'trunk model') hamowa
nia aktywności proteaz cysteinowych przez cystatyny (Rys. 
2), trzyczęściowa, hydrofobowa krawędź złożona z dwóch 
P-pętli i segmentu N-końcowego określonego jako „trąba 
słonia" (ang. 'elephant trunk') stanowi miejsce kontaktu cy
statyny z enzymem [24, 39]. Krawędź ta doskonale prze
strzennie pasuje do szczeliny miejsca aktywnego papainy. 
Obydwie p-pętle cystatyny jaja kurzego mają odpowiedni 
kształt i wielkość by wypełnić szerszą i płytszą część szczeli
ny miejsca aktywnego papainy oddziałując z pozycjami S I '
-  S2\ Z kolei segment N-końcowy jest kierowany do głęb
szej i węższej części tej szczeliny obejmującej miejsca wiążą
ce substrat SI -  S3. Reszty odcinka aminowego Leu7 -  Leu8
-  Gly9 -  AlalO układają się tworząc wyraźne zgięcie, dzięki 
któremu wiązanie peptydowe pomiędzy Gly9 i AlalO, for
malnie reprezentujące hydrolizowane wiązanie substratu 
PI -  P I', znajduje się za daleko by zostać zaatakowanym 
przez reaktywną resztę Cys25 papainy. Reszta Gly9 tworzy 
wiązanie wodorowe z resztą Gln53 pierwszej p-pętli. Zatem 
w kompleksie owocystatyna -  papaina, katalityczna reszta 
Cys25 umiejscowiona jest w wolnej przestrzeni pomiędzy

Tabela 2. Wartości stałych inhibicji K (nM) reakcji ham owania proteaz cysteino
w ych przez cystatyny [26, 32], tyropiny [54, 59, 60], inhibitory hom ologiczne do 
propeptydów  proteaz cysteinow ych [71, 72, 74]; CatB -  katepsynaB, CatH -  ka- 
tepsyna H, CatL -  katepsynaL.

Inhibitor
Proteaza cysteinową

Papaina CatB CatH CatL

125:
stefina A 0,019 8,2 0,31 1,3
stefina B 0,12 73 0,58 0,23
CEW 0,12 1,7 0,064 0,019
cystatyna C 0,000011 0,25 0,28 <0,005
cystatyna D 1,2 >1000 8,5 25
H-kininogen 0,02 400 1,1 0,109
L-kininogen 0,015 600 0,72 0,017

131:
fragment p41 1,4 >100 5,3 0,0017
ekwistatyna 0,57 1,4 - 0,051
ECI 0,35 15,8 - 0,14
saksyfilina 1,72 1,67 - 0,02
testikan-1 - - - 0,7

129:
CTLA-2p 25 >1000 67 (IC*) 24
CTLA-2a 560 >1000 86 0,38
BCPip >1000 >4000 82 0,036

* W tabeli zrezygnowano z podania w artości odchyleń standardowych.

Rysunek 2. Schem at m odelu oddziaływania owocystatyny z papainą (ang. 'trunk 
model') za Turk i Bode [24] z modyfikacjami. S2, S I , S I ',  S2 ' -  m iejsca wiążące 
substrat papainy w edług nom enklatury Schechtera i Bergera; C25 -  katalityczna 
reszta cysteiny m iejsca aktywnego papainy; L7, L8, G9, A 10 -  reszty am inokw a- 
sowe segmentu N -końcowego; Q53, L54, V55, S56, G 57 -  reszty am inokw asow e 
pierwszej P-pętli; P I03, W 104 -  reszty aminokwasowe drugiej p-pętli.

segmentem N-końcowym a pierwszą p-pętlą cystatyny [39]. 
Przedstawiony model interakcji cystatyn z proteazami cyste
rnowymi tłumaczy wcześniejsze obserwacje, że nawet nie
aktywny enzym ze zmienioną chemicznie grupą cysteinową 
może wiązać inhibitor cystatynowy [25]. Struktura krysta
lograficzna kompleksu stefiny B człowieka z karboksymety- 
lowaną papainą [40] potwierdza, że inhibitor rzeczywiście 
wiąże się z enzymem poprzez krawędź w kształcie klina. 
Większość interakcji pomiędzy stefiną B i papainą pocho
dzi od segmentu N-końcowego i pierwszej P-pętli z wysoce 
konserwatywną sekwencją QVVAG. Natomiast udział dru
giej P-pętli jest mniejszy i obejmuje głównie reszty Leul02 
i H isl04 (numeracja zgodna z CEW). Koniec karboksylowy 
stefiny B również oddziałuje z enzymem. Reszty Met7 -  Ala
lO regionu N-końcowego tworzą raczej otwartą strukturę p* 
-zgięcia typu II, co jest zgodne z przewidywaną konformacją 
tego odcinka w proponowanym modelu hamowania aktyw
ności papainy przez kurzą cystatynę. Ponieważ jednak takie 
ułożenie przestrzenne segmentu N-końcowego nie zosta
ło zaobserwowane w strukturach cystatyn wyznaczonych 
przez spektroskopię NMR, wydaje się, że jest ono induko
wane interakcją z papainą. Oddziaływania w kompleksie 
stefina B -  papaina mają głównie charakter hydrofobowy.

Rola i znaczenie poszczególnych regionów odpowiedzial
nych za wiązanie się cystatyn z proteazami cysteinowymi, 
jak również udział w tym procesie konserwatywnych reszt 
tworzących hydrofobową krawędź, były i są nadal przed
miotem intensywnych badań. Analiza kinetyczna reakcji 
przeprowadzanych przez różne cystatyny, wraz z badania
mi porównującymi naturalne inhibitory z ich zmutowany
mi (najczęściej uzyskanymi przez mutagenezę ukierunko
waną) odmianami, dostarczają licznych dowodów potwier
dzających słuszność ogólnego modelu interakcji cystatyny 
jaja kurzego z papainą, oraz pomagają wyjaśnić mechanizm 
tego oddziaływania i jego specyficzność [25, 32], Pomimo 
strukturalnej homologii cystatyn i podobnego mechanizmu 
hamowania aktywności cysteinowych proteaz, inhibitory te 
wykazują znaczące różnice powinowactwa dla poszczegól
nych enzymów (Tabela 2). Zasugerowano, że różnice w sta
łych inhibicji jednego inhibitora z różnymi proteazami są
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przede wszystkim skutkiem odmiennej budowy szczeliny 
miejsc aktywnych peptydaz cysteinowych [25]. Dotyczy to 
zwłaszcza wiązania się cystatyn z egzopeptydazami, takimi 
jak katepsyna H, C, B i X, których szczeliny miejsc aktyw
nych są częściowo zablokowane, co znacznie przeszkadza 
w interakcji z inhibitorem [13,19]. Opisana ostatnio struktu
ra krystalograficzna kompleksu stefiny A człowieka z ami- 
nopeptydazą, katepsyną H [49] dowodzi, że wiązanie się 
cystatyn z egzopeptydazami wymusza bardziej dramatycz
ne zmiany w strukturze białek niż ich wiązanie się z endo- 
peptydazami. Przede wszystkim w omawianym komplek
sie mini-łańcuch katepsyny H zostaje wypchnięty ze swojej 
zajmowanej pozycji przyjmując kształ litery „S". Z kolei 
reszty segmentu N-końcowego stefiny A, nie będąc w stanie 
wiązać się wzdłuż szczeliny miejsca aktywnego enzymu, 
tworzą krótkie zagięcie w formie haka i ostatecznie zajmują 
dwie pozycje wcześniej okupowane przez reszty C-końco- 
we mini-łańcucha Ala82 i Thr83. W przypadku karboksy- 
peptydazy, katepsyny B, analiza komputerowego modelo
wania molekularnego wykazała, że druga (3-pętla cystatyny 
mogłaby kolidować z segmentem H is ll l  -  V a lll2  -  A sn ll3  
zamykającej pętli [50]. Badania kinetyczne katepsyny B i jej 
zmutowanych odmian pokazały, że zamykająca pętla zmie
nia swoje położenie podczas wiązania cystatyny [51-53].

T Y R O PIN Y

Strukturalnie odmienną od cystatyn grupę inhibitorów 
proteaz cysteinowych CA1 stanowią tyropiny (ang. thyro- 
pins, thyroglobulin type-1 domain proteinase inhibitors), biał
ka zawierające domenę typu 1 tyroglobuliny, która jest 
powtarzającą się jednostką bogatą w cysteinę. Tyroglobu- 
lina, duża glikoproteina będąca prekursorem hormonów 
tarczycy, zawiera aż jedenaście tego typu powtórzeń [54]. 
Do chwili obecnej scharakteryzowano pięć białek z domeną 
typu 1 tyroglobuliny, które są odwracalnymi, kompetycyj- 
nymi i silnie wiążącymi się inhibitorami proteaz rodziny C l 
(Tabela 2): fragment łańcucha niezmiennego p41 [55], ekwi- 
statyna [56, 57], inhibitor izolowany z łososia Oncorhynchus 
keta (ECI, ang. the chum salmon egg cysteine proteinase inhi
bitor) [58], saksyfilina (ang. saxiphilin) izolowana z północ
noamerykańskiej żaby Rana catesbiana [59] i proteoglikan 
człowieka o nazwie testikan-1 (ang. testican-1) [60]. Izola
cja katepsyny L niekowalencyjnie połączonej z unikalnym 
fragmentem niezmiennego łańcucha p41 z nerki człowieka 
była jednym z pierwszych doniesień dotyczących tyropin 
jako nowo wyłaniającej się grupy inhibitorów cysteinowych 
proteaz, jak również pierwszym przykładem występowania 
łańcucha niezmiennego w kompleksie z białkiem innym niż 
cząsteczka MHC klasy II [54]. Badania te pokazały, że frag
ment p41 jest nie tylko inhibitorem katepsyny L, ale rów
nież stabilizuje enzym w szerokim zakresie pH. Komórki 
prezentujące antygen w organizmie człowieka mogą produ
kować dwie formy łańcucha niezmiennego, p31 i p41, które 
są rezultatem alternatywnego splicingu RNA. Warianty te 
różnią się tym, że łańcuch p41 posiada dodatkową sekwen
cję 64 aminokwasów o znaczącej homologii do sekwencji 
domeny typu 1 tyroglobuliny [55]. Mechanizm oddziały
wania domeny typu 1 tyroglobuliny z proteazą cysteinową 
został opisany na podstawie struktury krystalograficznej 
fragmentu łańcucha p41 w kompleksie z katepsyną L [61]. 
Sposób, w jaki fragment łańcucha niezmiennego p41 od

działuje ze szczeliną miejsca aktywnego katepsyny L przy
pomina model inhibicji wykorzystywany przez cystatyny, 
stanowiąc przykład ewolucji konwergentnej, gdyż inhibi
tory te prezentują odmienny wzór sfałdowania. Wielkość 
fragmentu łańcucha niezmiennego p41 wynosi około dwie 
trzecie wielkości stefiny B. Obydwa białka charakteryzują 
się zupełnie inną topologią w tej części, która nie jest bez
pośrednio zaangażowana w wiązanie się z proteazą. Jednak 
zarówno stefina B, jak również domena tyroglobuliny typu 
1 łańcucha niezmiennego p41 są cząsteczkami tworzący
mi strukturę w kszałcie klina, która przestrzennie pasuje 
do szczeliny miejsca aktywnego cysteinowych peptydaz. 
Cząsteczka fragmentu łańcucha niezmiennego p41 złożona 
jest z dwóch subdomen, z których każda stabilizowana jest 
wiązaniami disiarczkowymi. Pierwszą subdomenę budu
je krótka struktura a-helisy i struktura (3, natomiast drugą 
subdomenę stanowi trójpasmowa antyrównoległa struk
tura p-kartki. Za kontakt z enzymem odpowiedzialna jest 
hydrofobowa krawędź utworzona z trzech pęli. Najszersza 
pętla N-końca leży w obrębie pierwszej subdomeny, pod
czas gdy pozostałe dwie tworzą p-zgięcia w obszarze dru
giej subdomeny [61]. W przeciwieństwie do nieselektywnie 
działających cystatyn, fragment łańcucha niezmiennego p41 
jest w stanie hamować aktywność katepsyny L, podczas gdy 
w stosunku do bardzo podobnej endopeptydazy, katepsy
ny S, nie wykazuje aktywności inhibitorowej. Specyficzność 
działania fragmentu p41 została wytłumaczona utworze
niem dodatkowych kontaktów, szczególnie z resztami do
meny R enzymu, które współtworzą miejsca wiążące S2 
i S I ' odpowiedzialne przecież za specyficzność substratową 
proteaz papainowych. Warto wspomnieć, że fragment łań
cucha p41 jest również silnym inhibitorem kruzypainy (K. = 
0,0058 nM) [54],

Ekwistatyna, białko o masie cząsteczkowej 22 kDa wyizo
lowane z morskiego ukwiału Actinia equina, jest nietypową 
tyropiną złożoną z trzech domen typu 1 tyroglobuliny [56, 
57, 62]. Wyjątkowość ekwistatyny dotyczy jej zdolności ha
mowania aktywności proteaz dwóch typów katalitycznych, 
peptydaz cysteinowych i proteazy aspartylowej [63], Papa
ina i katepsyna D mogą być wiązane i hamowane jednocze
śnie przez ekwistatynę, co sugeruje, że miejsca wiążące dla 
tych enzymów są fizycznie rozdzielone. W celu określenia 
strukturalnych podstaw mechanizmu inhibicji wykorzysty
wanego przez ekwistatynę, jej trzy domeny zostały oddziel
nie sklonowane i produkowane przez komórki drożdży 
Pichia pastoris [64, 65], Badania te potwierdziły, że za ak
tywność hamowania papainy odpowiedzialna jest pierwsza 
domena, za aktywność hamowania katepsyny D -  druga 
domena, a stałe kinetyczne otrzymane dla poszczególnych 
domen są porównywalne z wartościami tych stałych wy
znaczonych dla całej cząsteczki ekwistatyny [66], Jak dotąd 
docelowy enzym dla domeny trzeciej nie jest znany. Ana
liza strukturalna domen za pomocą dichroizmu kołowego 
ujawniła, że interakcja drugiej domeny z katepsyną D pro
wadzi do zmian konformacyjnych, które nie są obserwowa
ne podczas oddziaływania domeny pierwszej z papainą.

Niewiele wiadomo jest o budowie, mechanizmie hamo
wania aktywności i funkcjach trzech pozostałych białek 
należących do tyropin, czyli ECI, saksyfiliny i testikanu-1. 
ECI jest niewielkim białkiem o masie molekularnej około
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9 kDa, mającym jedną domenę typu 1 tyroglobuliny [58]. 
Aktywność inhibicyjna proteoglikanu testikanu-1 jest nieza
leżna od jego łańcuchów chondroitynosiarczanowych. W y
kazano również, że testikan-1 może stabilizować aktywność 
katepsyny L w neutralnym pH [60], Z kolei saksyfilina jest 
białkiem o masie molekularnej 91 kDa, zawierającym dwie 
domeny typu 1 tyroglobuliny, posiadającym zdolność wią
zania neurotoksyny o nazwie saksy toksyna [59].

IN H IBITO R Y H O M O LO G IC Z N E DO  
PR O PEPT Y D Ó W  PRO TEA Z C Y ST EIN O W Y C H

Peptydazy cysteinowe rodziny papainowej są syntety
zowane jako nieaktywne prekursory, których aktywacja 
następuje poprzez proteolityczne usunięcie N-końcowego 
propeptydu, nazywanego też często prosegmentem, prore- 
gionem, czy prodomeną [17-19], Proces aktywacji prokatep- 
syn cysteinowych ma miejsce w późnych endosomach i lizo- 
somach, gdzie kluczową rolę odgrywa niskie pH, a funkcję 
pomocniczą pełnią prawdopodobnie glikozaminoglikany, 
razem znacząco osłabiające oddziaływania pomiędzy pro- 
peptydem i częścią katalityczną enzymu [17]. Główną funk
cją propeptydu jest kontrola aktywności proteazy, z którą 
jest połączony od momentu syntezy, ale jest on również 
odpowiedzialny za stabilizację i prawidłowe sfałdowanie 
cząsteczki enzymu [17]. Wykazano, że in vitro propeptydy 
zachowują się rzeczywiście jak inhibitory dla swoich ro
dzicielskich proteaz, charakteryzując się przy tym wysoką 
selektywnością w stosunku do nich [67, 68], Niestety nie 
istnieje żaden dowód, który potwierdziłby hipotezę, że in 
vivo po aktywacji proenzymów, proregiony mogą nadal 
pełnić swoje funkcje inhibitorowe [17]. Ponieważ począt
kowe badania przedstawiały propeptydy jako niekowalen- 
cyjne, odwracalne i wysoce selektywne inhibitory katepsyn 
cysteinowych uczestniczących w patomechanizmie wielu 
chorób człowieka, stały się przedmiotem intensywnych 
badań z przeznaczeniem terapeutycznym. Przeprowadzo
ne ponownie kinetyczne analizy potwierdziły wybiórczość 
działania propeptydów katepsyn S, L i K między papainą 
i katepsyną B z jednej strony, a katepsynami L, S i K z dru
giej strony. Badania te dowodzą jednak, że nie istnieje wy
soka selektywność wśród propeptydów katepsyn S, L i K w 
stosunku do ich rodzicielskich enzymów [69], Wyjątek sta
nowi propeptyd katepsyny L, który jest 550 razy silniejszym 
inhibitorem katepsyny L niż katepsyny S. Zaskakujący jest 
natomiast fakt, że propeptyd katepsyny S jest silniejszym 
inhibitorem dla katepsyny L niż dla samej katepsyny S. Za 
specyficzność propeptydów katepsyn L i S odpowiedzialna 
jest prawdopodobnie część N-końcowa tych proregionów 
[70].

W skład rodziny 129, oprócz propeptydów katepsyn cy
steinowych, wchodzą również dwa antygeny cytotoksycz- 
nych limfocytów T myszy: CTLA-2a i CTLA-2P [71, 72]; 
dwa inhibitory izolowane z hemolimfy motyla jedwabnika 
Bombyx mori: BCPI a  i BCPI p (ang. Bombyx cysteine proteina
se inhibitor) [73, 74]; oraz salaryna (ang. salarin) izolowana 
z łososia Salmo salar [75, 76], Odkrycie inhibitorów, których 
sekwencja jest homologiczna do sekwencji znanych propep
tydów proteaz cysteinowych, dowodzi, że niektóre z tych 
proregionów mogły ewoluować jako autonomiczne czą
steczki. Wartości stałych inhibicji wymienionych inhibito

rów zostały zebrane w Tabeli 2. Nie jest znany mechanizm 
działania opisanych inhibitorów -  homologów propepty
dów proteaz cysteinowych, można jedynie domyślać się, 
że sposób ich wiązania się z proteazami będzie podobny 
do sposobu interakcji propeptydów z enzymami rodziciel
skimi. Na podstawie sekwencji aminokwasowej i długości 
proregionów proteazy papainowe podzielono na dwie pod- 
rodziny [77, 78]. Typowym przykładem podrodziny zawie
rającej krótszy propeptyd jest katepsyna B (~ 60 reszt ami
nokwasowych), a podrodziny z dłuższym propeptydem 
-  katepsyna L i papaina (~ 100 reszt aminokwasowych). 
Określenie struktury przestrzennej kilku enzymów należą
cych do tych podrodzin, pozwoliło stwierdzić, że pomimo 
braku znaczącego podobieństwa sekwencji aminokwasowej 
wszystkie propeptydy wykazują podobny typ sfałdowania 
i tym samym podobny mechanizm inhibicji. Proregion ka
tepsyny L zbudowany jest z dwóch odrębnych części. Frag
ment N-końcowy tworzy mini-domenę, złożoną z dwóch 
a-helis i pasma struktury p biegnącego antyrównolegle do 
drugiej helisy [77). Mini-domena znajduje się po przeciw
nej stronie końca aminowego dojrzałego enzymu i wiąże 
się z jedną z pętli powierzchni katepsyny L, którą nazwa
no „pętlą wiążącą proregion" (PBL, ang. proregion binding 
loop). Łańcuch polipeptydowy części C-końcowej propepty
du biegnie wzdłuż szczeliny miejsca aktywnego katepsyny 
L blokując do niego dostęp. Propeptyd wiąże się więc do 
szczeliny miejsca aktywnego w przeciwnym kierunku niż 
substrat. Ten odwrócony kierunek powoduje, że wiązanie 
peptydowe znajdujące się blisko katalitycznej cysteiny jest 
nieprawidłowo ustawione, zapobiegając w ten sposób hy
drolizie. Prowadzone są intensywne badania mające na celu 
konstruowanie syntetycznych propeptydów charakteryzu
jących się wysoką specyficznością dla poszczególnych ka
tepsyn cysteinowych [79, 80],

PO D SU M O W A N IE

Wszystkie białkowe inhibitory proteaz, w tym proteaz 
cysteinowych, uniemożliwiają dostęp substratu do miej
sca aktywnego enzymu poprzez utworzenie przeszkody 
przestrzennej [2, 14]. Cystatyny pośrednio blokują miejsce 
aktywne proteaz CA1, gdyż nie dochodzi do interakcji z ka
talityczną resztą cysteiny. Trzy konserwatywne, oddalone 
od siebie w sekwencji aminokwasowej, regiony cystatyn 
kontaktują się ze szczeliną miejsca aktywnego docelowego 
enzymu: dwie p-pętle i segment N-końcowy, który wiąże 
się w sposób podobny do substratu, ale w pozycji PI od
wraca się od reszty cysteiny nie dopuszczając do nukle- 
ofilowego ataku. Te trzy fragmenty tworzą hydrofobową 
krawędź w kształcie klina komplementarną do szczeliny 
miejsca aktywnego proteazy [39, 40]. Podobną strukturę 
hydrofobowej krawędzi, ale utworzoną z trzech pętli, mają 
tyropiny. Struktura krystalograficzna fragmentu łańcucha 
niezmiennego p41 należącego do tej rodziny w kompleksie 
z katepsyną L potwierdziła, że te trzy pętle wiążą się z miej
scem aktywnym enzymu w sposób podobny do cystatyn, 
ale wykorzystują dodatkowe miejsca kontaktu, przez co 
wykazują większą specyficzność proteazową [61]. Inhibi
tory homologiczne do propeptydów proteaz cysteinowych 
stosują inną niż cystatyny i tyropiny strategię blokowania 
aktywności enzymu, opisaną na podstawie struktury kry
stalograficznej proenzymów katepsynowych. Propeptyd
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wiąże się do szczeliny miejsca aktywnego w przeciwnym 
kierunku niż substrat, utrzymując katalitycznie nieaktyw
ny stan proenzymu [77, 78], Wiązanie zarówno cystatyn, 
tyropin jak i propeptydów z proteazami cysteinowymi CA1 
ma charakter niekowalencyjny [13, 14]. Niekowalencyjne 
kompleksy z proteazami tworzą również chagasyna i kli- 
tocypina. Do chwili obecnej nie została poznana struktura 
przestrzenna tych inhibitorów, zasugerowano jednak, że 
mechanizm inhibicji proteaz papainowych przez chagasynę 
przypomina prawdopodobnie strategię krawędzi wykorzy
stywaną przez cystatyny i tyropiny [7, 14]. Niewiele rów
nież wiadomo o strukturalnych podstawach mechanizmów 
hamowania aktywności proteaz CA1 przez roślinne inhibi
tory typu Kunitza i Bowmana-Birka [10-12, 23]. Inhibitory 
„pułapki" (14, 139) mogą hamować aktywność tylko endo- 
peptydaz, gdyż mechanizm ich działania wymaga rozcięcia 
wewnętrznego wiązania peptydowego inhibitora, co powo
duje zmianę konformacyjną jego cząsteczki, dzięki której 
enzym zostaje złapany w pułapkę. Uważa się, że serpiny 
hamują aktywność proteaz cysteinowych w sposób podob
ny do tego, który wykorzystują podczas inhibicji proteaz 
serynowych, chociaż i w tym przypadku brak jest danych 
strukturalnych ostatecznie potwierdzających to założenie. 
Serpiny wiążą się z docelowym enzymem w sposób podob
ny do substratu, kowalencyjnie oddziałując z katalityczną 
resztą cysteiny bądź seryny [8, 9, 14]. Poznanie sposobów 
interakcji niedawno odkrytych białkowych inhibitorów 
z ich docelową proteazą cysteinową może dostarczyć no
wych pomysłów na projektowanie syntetycznych inhibito
rów z myślą o ich terapeutycznym zastosowaniu.
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ABSTRACT
Protein inhibitors of proteolytic enzymes play an important role in regulating the activity of endogenous proteases and in host defense mecha
nisms against pathogens preventing the deleterious effects of exogenous proteases. In recent years a great interest in protein inhibitors of 
cysteine proteases has increased due to the extensive growth of knowledge about the contribution of cysteine proteases to pathological proc
esses associated with many human diseases, as well as due to prospects for treatment of these disorders which may arise from the thorough 
understanding of their inhibitory mechanisms. This paper reviews the most important aspects of three families of cysteine protease inhibi
tors: cystatins, thyropins and inhibitors homologous to propeptides of cysteine proteases. Special attention is given to structural bases of the 
interactions between the inhibitors and their target enzymes. The paper presents a general characterization of the families according to the 
MEROPS classification of protease inhibitors, pointing out new members.
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Słowa kluczowe: Pęknięcia dwuniciowe DNA, 
system NHEJ

Wykaz skrótów: 3'ss -  jednoniciowe fragmenty 
DNA z końcową grupą 3'-OH; 5'ss -  jednoni
ciowe fragmenty DNA z końcową grupą 5'-P; 
ATM (ang. ataxia telangiectasia mutated) -  białko 
zespołu ataxia-telangiectasia; ATR (ang. ataxia 
telangiectasia and Rad3 related)- białko związane 
z zespołem Ataxia-telangiectasia; BLM (ang. 
Bloom syndrome protein) -  białko związane 
z występowaniem zespołu Blooma; DNA-PK 
(ang. DNA-dependent protein kinase) -  białko
wa kinaza zależna od DNA; DNA-PKcs (ang. 
DNA-dependent protein kinase catalytic subunit)
-  podjednostka katalityczna białkowej kinazy 
zależnej od DNA; HR (ang. homologous recombi
nation repair) -  system naprawy przez rekombi
nację homologiczną; Ku70, Ku80 -  podjednost- 
ki autoantygenu Ku; NHEJ (ang. nonhomologo- 
us DNA end-joining) -  system naprawy przez 
niehomologiczne łączenie końców DNA; nt
-  nukleotyd; RAGI, RAG2 (ang. recombination 
activating genes) -  geny aktywujące rekombina
cję; SCID (ang. severe combined immunodeficiency 
syndrome) -  ciężki złożony niedobór immu
nologiczny; SSA (ang. single strand annealing)
-  naprawa przez dopasowywanie pojedyn
czych nici; TDT (ang. terminal deoxytransferase)
-  terminalna transferaza; deoksyrybonukleoty- 
dowa; V(D)J (ang. variable [diversity] joining)
-  segmenty genowe kodujące przeciwciała

STRESZC ZEN IE

Pęknięcia dwuniciowe DNA (DSB) są uszkodzeniami szczególnie niebezpiecznymi dla 
komórek. Naprawa tych uszkodzeń zapobiega fragmentacji chromosomów, transloka- 

cji fragmentów chromosomów oraz ich delecji. W komórkach człowieka system NHEJ jest 
głównym systemem naprawy pęknięć dwuniciowych DNA. Naprawa DSB za pomocą szlaku 
NHEJ polega na bezpośrednim połączeniu dwóch końców DNA. Proces ten jest procesem 
niedokładnym, który bardzo często powoduje zmiany w sekwencji DNA. Zjawisko to jest 
spowodowane poprzez przekształcenie nieligowalnych końców DNA w końce mogące pod
legać łączeniu (ligacji). Główne składniki białkowe systemu NHEJ to podjednostka katali
tyczna kinazy zależnej od DNA (DNA-PKcs), białka Ku, ligaza IV, XRCC4 i Artemis. W  tej 
publikacji przedstawiono aktualną wiedzę o mechanizmach naprawy dwuniciowych pęk
nięć DNA za pomocą systemu NHEJ w komórkach człowieka.

W PR O W A D Z EN IE

Integralność genomowego DNA jest zagrożona poprzez działanie czynników 
endo- i egzogennych. Uszkodzenia DNA mają różnorodny charakter, dlatego 
też komórki wytworzyły szereg mechanizmów ich naprawy. Znaczenie syste
mów naprawy uszkodzeń DNA dla prawidłowego działania organizmu widać 
na przykładzie fenotypów osób chorych na zespół Cockayne'a, Taya (Trichotio- 
dystrofia), Xeroderma pigmentosum, oraz z niepolipowatym dziedzicznym rakiem 
jelita grubego. Choroby te są przykładami chorób, które są spowodowane mu
tacjami w genach kodujących białka systemów naprawy uszkodzeń DNA [1-3]. 
Defekty w naprawie uszkodzeń DNA będące konsekwencją tych mutacji pre
dysponują ich nosicieli do wystąpienia chorób nowotworowych i/lub zaburzeń 
neurologicznych. Utrzymanie integralności genomu wymaga oprócz sprawnego 
systemu naprawy uszkodzeń DNA również odpowiedniej regulacji kolejnych 
faz cyklu komórkowego poprzez system punktów kontrolnych [4], Zatrzymanie 
cyklu komórkowego daje komórce czas na naprawę uszkodzeń DNA przed roz
działem materiału genetycznego do komórek potomnych. Choroby związane 
z nieprawidłowo działającym systemem kontroli cyklu komórkowego to min. 
ataxia telangiectasia i zespół Nijmegen, w których chorzy wykazują nadwrażli
wość na czynniki uszkadzające DNA oraz niestabilność genomu [5-7],

PĘK N IĘCIA  D W U N IC IO W E D N A I ICH N A PR A W A

Pęknięcia dwuniciowe DNA (ang. double strand breaks, DSB) są uszkodzenia
mi szczególnie niebezpiecznymi dla komórek. Powstają one w wyniku ekspo
zycji komórek na promieniowanie jonizujące i wolne rodniki, podczas replikacji 
nici zawierającej pojedyncze pęknięcie DNA, w wyniku działania topoizomeraz 
DNA typu II oraz systemów naprawy DNA przez wycinanie i naprawy mię- 
dzyniciowych wiązań krzyżowych DNA-DNA a także podczas formowania 
na obu niciach helisy DNA blisko siebie położonych pęknięć jednoniciowych. 
W komórkach człowieka w wyniku procesów endogennych pęknięcia dwu
niciowe powstają w tempie jednego na 108 pz na cykl komórkowy. Nienapra- 
wione mogą powodować śmierć komórki lub transformację nowotworową po
przez inaktywacje genów kodujących supresory nowotworów (np. w wyniku 
delecji) lub aktywację onkogenów (np. poprzez translokację) [8, 9]. Naprawa 
DSB w komórkach ssaków oraz drożdży może odbywać się poprzez trzy szla
ki naprawy: rekombinacji homologicznej (ang. homologous recombination repair, 
HR), niehomologiczne łączenie końców DNA (ang. nonhomologous end-joining, 
NHEJ) i dopasowywanie pojedynczych nici DNA (ang. single strand annealing, 
SSA) [10-13] (Rys. 1). Rekombinacja homologiczna polega na odtworzeniu pier
wotnej struktury chromosomu przy udziale jego nieuszkodzonego homologu. 
Naprawa przez dopasowywanie pojedynczych nici DNA uważana jest za szcze
gólną klasę naprawy przez rekombinację homologiczną, w której jako homolo- 
gii wykorzystywane są krótkie sekwencje powtórzone znajdujące się w pobliżu
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A) Rekombinacja homologiczna (HR) B) Niehomologiczne łączenie wolnych 
końców (NHEJ) tępy koniec - tępy koniec

bezpośrednia ligacja

7  ~ X

Ku70, Ku80 
DNA-PKcs 
Artem is
XRCC4, Ligaza IV

B iałka z rodziny RAOS2

C) dopasowywanie pojedynczych nici DNA (SSA)

tępy koniec ■ 5'ss
ligacja pojedynczej nici i wypełnienie 
albo wypełnienie i ligacja jak w A

3'ss - 5'ss
ligacja pojedynczej nici i wypełnienie 
albo wypełnienie i ligacja jak w A

^  RAD52. RAD59

/

RAD1, RAD10 
MSH2, MSH6

Rysun ek  1. N aprawa dw uniciow ych pęknięć D N A u eukariontów. A) Pierwszym  
etapem  w rekombinacji hom ologicznej jest utw orzenie jednoniciow ych końców 
3'. N astępnie jedna z nici 3' dokonuje inwazji na hom ologiczne D N A dawcy, w y
twarzając pętlę D. W końcowym  etapie następuje synteza naprawcza na matrycy 
nieuszkodzonej nici. B) N iehom ologiczne łączenie wolnych końców polega na 
ligacji końców dwóch cząsteczek DNA. W  wyniku dopasowania do siebie koń
ców nici dochodzi często do zm iany sekwencji nukleotydowej w miejscu uszko
dzenia. C) Pierwszy etap naprawy DSB na drodze SSA polega na dopasowaniu 
dwóch jednoniciow ych zakończeń DNA na podstawie m ikrohom ologii ( -3 0  nt). 
W  procesie tym biorą udział białka Rad52 i Rad59. Następnie usuw ane są frag
menty poza obszarem hom ologii za pomocą kom pleksu białkow ego złożonego 
z białek Radl-RadlO  oraz M SH 2 i MSH6. W efekcie następuje utrata sekwencji 
w m iejscu uszkodzenia.

pęknięcia. Sekwencje te są wykorzystywane do wzajemne
go dopasowania i połączenia na zasadzie homologii jed
noniciowych zakończeń dwóch fragmentów DNA [14-19]. 
Efektywną naprawę zaobserwowano w przypadku homo
logii o długości około 30 pz [15]. Naprawa DSB w szlaku 
NHEJ polega na bezpośrednim połączeniu dwóch wolnych 
końców nici DNA. NHEJ oraz HR uczestniczą w porówny
walnym stopniu w usuwaniu dwuniciowych pęknięć DNA 
w komórkach ssaków. O wyborze szlaku naprawy decyduje 
najprawdopodobniej faza cyklu komórkowego, aczkolwiek 
nie można wykluczyć również wpływu innych, dodatko
wych czynników [20], O wyborze szlaku naprawy może 
decydować współzawodnictwo o wolne końce nici DNA 
pomiędzy dwoma kluczowymi białkami systemu NHEJ 
i HR, Ku70/80 oraz Rad52 [21], Rad52 wiąże się preferen
cyjnie z długimi jednoniciowymi fragmentami końcowymi 
DNA. Takiej preferencji nie wykazuje Ku70/80, które wiąże 
się ze wszystkimi możliwymi do wystąpienia w przypadku 
pęknięcia dwóch nici DNA końcami [22], Struktura końców 
DNA może mieć, obok fazy cyklu komórkowego w której 
wystąpiło uszkodzenie, decydujący wpływ na wybór sys
temu naprawy [23, 24], Wzrost efektywności naprawy DSB 
poprzez rekombinację homologiczną u mutantów z wyłą
czonymi genami kodującymi białka systemu NHEJ sugeruje 
łączną kontrolę nad obydwoma systemami naprawy [25].

Pęknięcia dwuniciowe DNA mogą powodować powsta
wanie następujących struktur końcowych DNA (Rys. 2): 
końce nieligowalne (fosfoglikolany, zablokowane końce nie 
podlegające ligacji, uszkodzone nukleotydy, utracone lub 
zmodyfikowane chemicznie zasady); tępy koniec-jednoni-

jednakowa polaryzacja
dopasowanie do krótkich 
obszarów homologii

R ysun ek  2. Struktura pęknięć dw uniciow ych DN A i ich naprawa.

ciowe zakończenie 5' (5'ss); tępy koniec-3'ss; 3'ss-5'ss; koń
ce o jednakowej polaryzacji. Większość DSB powstających 
w wyniku działania wolnych rodników, promieniowania 
jonizującego oraz związków chemicznych ma najczęściej 
końce nie podlegające ligacji, które muszą ulec przekształ
ceniom, dając w ten sposób substrat dla ligazy. Modelowym 
przykładem takich uszkodzeń są pęknięcia nici DNA po
wodowane przez bleomycynę [25]. Bleomycyna, która jest 
lekiem przeciwnowotworowym, generuje pęknięcia DNA, 
w których końce 5' zawierają grupy fosforanowe a końce 3' 
fosfoglikolany (-P 0 4CH2C 0 0 H ). Naprawa pęknięć dwu
niciowych DNA w NHEJ przebiega w czterech etapach: 
identyfikacja uszkodzeńia, uformowanie struktury umożli
wiającej zbliżenie końców DNA, przekształcenie struktury 
nieligowalnych końców DNA tak aby umożliwić ich połą
czenie, ligacja. Prace nad liniami komórkowymi wrażliwy
mi na promieniowanie gamma pozwoliły na identyfikacje 
podstawowych elementów wchodzących w skład systemu 
NHEJ [27], Naprawa DSB w NHEJ wymaga obecności na
stępujących białek: XRCC4, ligazy IV, Ku70, Ku80 oraz pod- 
jednostki katalitycznej kinazy białkowej zależnej od DNA 
(DNA-PKcs).

Segmenty
zmienne

Segmenty Segmenty Segment
różnorodności łączące stały

7 / — DöDtlOOO—/a JHHI— C
Rekombinacja D-J

Rekombinacja V-DJ

Transkrypcja i składanie

DDE
R ysun ek  3. Rekom binacja V(D)J. Opis w tekście.
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REKOMBINACJA V(D)J

Pęknięcia dwuniciowe DNA powstają nie tylko w wy
niku działania czynników o charakterze chemicznym lub 
fizycznym, są także wprowadzane przez komórkę w spo
sób kontrolowany, podczas procesów rearanżacji genomo- 
wych. Procesy te zachodzą w trakcie różnicowania układu 
immunologicznego, w czasie którego dochodzi do wytwo
rzenia funkcjonalnych genów immunoglobulin i recepto
rów limfocytów T. Geny kodujące przeciwciała składają 
się z wielu podobnych segmentów zmiennych V (ang. va
riable), segmentów różnorodności D (ang. diveristy), seg
mentów łączących / (ang. joining) oraz fragmentu stałego 
C (ang. constant). W procesie rearanżacji następuje łączenie 
tych odcinków DNA, w wyniku czego powstaje wiele róż
nych genów. Pierwsze przegrupowanie następuje w locus 
łańcucha ciężkiego przeciwciał, gdzie dochodzi do połą
czenia jednego z segmentów D z jednym z segmentów /, 
z jednoczesnym usunięciem dzielącego te segmenty DNA. 
Następnie, jeden z wielu segmentów V łączy się z kom-

Rysunek 4. Łączenie segm entów  V i J w rekom binacji V(D)J.

pleksem D], tworząc gen VDJ. W kolejnym etapie, w lo
cus łańcucha lekkiego zachodzi rekombinacja somatyczna 
i przebiega według podobnego schematu, z tą różnicą, że 
jeden z segmentów V jest przyłączany tylko do jednego 
z segmentów / [26] (Rys. 3). Przegrupowanie genów Ig, po
legające na wycinaniu odpowiednich odcinków DNA po
między segmentami genów i ich łączeniu, zachodzi dzięki 
klasie enzymów określanych jako rekombinazy. Białka te, 
kodowane przez geny RAGI i RAG2 (ang. recombination-ac
tivating gene), aktywują rekombinację [27], Rozpoznają one 
specyficzne sekwencje sygnalne znajdujące się w pozycji 3' 
wobec każdego segmentu V i w pozycji 5' wobec każdego 
segmentu J oraz po obu stronach segmentów D. Domeny 
te, o zachowanej w ewolucji sekwencji o wielkości 7- lub 9- 
-nukleotydów, są oddzielone sekwencją zmienną, o długo
ści 12 lub 23 nukleotydów. Rola heptamerów i nonamerów 
polega na tym, że rozpoznają one obszary kompłementarne, 
dzięki czemu sekwencje sygnalne ulegają zbliżeniu zgod
nie z regułą 12-23. Reguła ta mówi, że rekombinacja zacho
dzi zawsze między DNA z 12-nukleotydowym rejonem 
a DNA z rejonem 23-nukleotydowym. W kolejnym etapie 
kompleks RAG wprowadza nacięcia obu nici DNA w tych 
sekwencjach, a powstające wolne końce przybierają struk
turę szpilki do włosów, stanowiącą substrat dla NHEJ [11], 
Wiązanie heterodimeru białek Ku z dwoma końcami DNA 
powoduje odłączenie białek RAG od DNA i przyłączenie 
kompleksu DNA-PKcs/Artemis. Kompleks ten w wyniku 
aktywności endonukleolitycznej otwiera strukturę szpilki 
do włosów oraz bierze udział w przekształcaniu końców 
DNA segmentów V, D oraz J. Ostatecznie, ligaza IV przy 
współudziale białka XRCC4 dokonują połączenia fragmen
tów DNA i utworzenia kompletnego genu VDJ [28] (Rys. 4). 
Obniżenie aktywności jednego z elementów systemu NHEJ 
prowadzi do wystąpienia zespołu ciężkiego złożonego nie
doboru odporności SCID (ang. severe combined immunodefi
ciency), którego jednym z objawów jest zmniejszenie liczby 
limfocytów B i T [29, 30].

BIA ŁKA  N A PR A W Y D N A PRZEZ N H EJ

KIN AZ A BIAŁKOWA ZALEŻNA OD DNA (DNA-PK)

DNA-PK jest wieloskładnikowym zespołem białek (ho- 
loenzymem) zbudowanym z heterodimeru Ku 70/80 oraz 
podjednostki katalitycznej DNA-PKcs o masie 469 kDa [31, 
32]. Aktywność podjednostki katalitycznej DNA-PKcs ule
ga podwyższeniu poprzez jej oddziaływanie z heterodime- 
rem Ku70/80, wykazującym wysokie powinowactwo do 
zakończeń DNA. Ku70/80 u człowieka składa się z dwóch 
podjednostek o masie 73 i 86 kDa [33]. Białka Ku są białka
mi jądrowymi występującymi u wszystkich eukariontów, 
zidentyfikowanymi po raz pierwszy jako autoantygeny 
rozpoznawane przez przeciwciała w chorobach autoim- 
munologicznych. Forma heterodimeryczna białek Ku two
rzy symetryczną strukturę pierścienia która otacza DNA, 
oddziałującą z około 16-18 nukleotydowym fragmentem 
na jego końcu. Pierścień złożony z białek Ku potrafi prze
mieszczać się wzdłuż DNA [33, 34] (Rys. 5). Formowanie 
funkcjonalnego kompleksu DNA-PK zachodzi na wolnym 
końcu DNA. W badaniach przeprowadzonych in vitro wy
kazano, że podjednostka katalityczna białkowej kinazy za
leżnej od DNA wiąże się z końcami DNA [35]. Proces ten
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K u 8 0

K u 7 0

K u 7 0
Rysunek 5. Pierścień białek Ku70/80 związany z końcem DNA.

nie wymaga obecności białek Ku, niemniej jednak przy
łączenie Ku do DNA-PKcs powoduje ponad 100-krotne 
zmniejszenie stopnia dysocjacji DNA-Pkcs od DNA [36], 
W komórce w pierwszym etapie naprawy DSB w NHEJ do 
DNA przyłącza się heterodimer Ku70/80. Do powstałego 
kompleksu DNA-białko przyłącza się następnie DNA-PKcs, 
która przemieszcza białka Ku na końcu DNA o 10 pz. [37, 
38]. Heterodimer Ku70/80 oddziałuje z DNA za pośrednic
twem centralnego regionu (aminokwasy 261-505 Ku70 oraz 
251-509 Ku80). Białka Ku wiążą się ze sobą za pośrednic
twem domen von Willebranda (aminokwasy 7-260 Ku70 
i 9-235 Ku80) [31, 38], Region centralny oraz domena von 
Willebranda są regionami o znacznym stopniu homologii. 
Zasadnicze różnice w budowie białek Ku występują w ich 
końcach karboksylowych. Koniec C białka Ku70 zawiera 
motyw SAP, charakterystyczny dla większości białek jądro
wych uczestniczących w procesach organizacji struktury 
chromosomów. Koniec COOH Ku80 zawiera domenę biorą
cą udział w wiązaniu podjednostki katalitycznej DNA-PKcs 
oraz jej aktywacji [38-41] (Rys. 6). DNA-Pkcs ze względu na 
swoje właściwości biochemiczne zaliczana jest do białko
wych kinaz serynowo-treoninowych, a obecność konserwa
tywnej domeny w jej strukturze pozwala zaklasyfikować ją 
do rodziny kinaz białkowych spokrewnionych z kinazami 
fosfatydylo-3-inozytolu (PIKK). Do tej samej rodziny należą 
białka ATM (ang. ataxia telagienctasia mutated) i ATR (ang. 
ATM- and RAD3-related), biorące udział w reakcji komórki

na uszkodzenia DNA [31, 42], DNA-PKcs jest stosunkowo 
dużym białkiem, zbudowanym z 4129 aminokwasów. Ko
niec karboksylowy zawiera domenę odpowiedzialną za 
właściwości kinazy (aminokwasy 3645-4029) oraz region, 
który oddziałuje z białkami Ku (aminokwasy 3002-3850) 
[43]. Mutacje punktowe w końcu C prowadzą do wzro
stu wrażliwości na promieniowanie gamma, wskazując 
na istotną rolę tego regionu białka DNA-PKcs w naprawie 
DSB [44, 45]. Na końcu aminowym zidentyfikowano re
gion bogaty w leucynę, oraz fragment odpowiedzialny za 
autofosforylację DNA-PKcs [31] (Rys. 7). Obecność miejsca 
bogatego w leucyny może sugerować role tego fragmentu 
białka jako obszaru odpowiedzialnego za kontakt z innymi 
białkami niż Ku70/80, XRCC2 czy też ligaza IV. Trójwy
miarowe struktury ATM i DNA-PKcs wykazują znaczny 
stopień podobieństwa [46, 47], Obydwa białka wykazują 
charakterystyczną strukturę palca, która po „zaciśnięciu" 
wiąże DNA poprzez wytworzenie pierścienia otaczającego 
DNA oraz aktywuje oba białka, które są gotowe do fosfory
lacji kolejnych substratów [48],

KOMPLEKS LIGAZA IV/XRCC4

Kompleks ligaza IV/XRCC4 odpowiada za połączenie 
dwóch fragmentów DNA w końcowym etapie naprawy 
DSB przez system NHEJ. Inaktywacja ligazy IV lub białka 
XRCC4 u myszy prowadzi do śmierci zarodków w późnym 
stadium życia płodowego, której przyczyną są zaburzenia 
w dojrzewaniu układu odpornościowego i neurogenezie 
[49-51], Komórki z niesprawną ligazą IV lub XRCC4 wyka
zują wrażliwość na promieniowanie jonizujące i wadliwą re
kombinację V(D)J [12]. Ligaza IV DNA jest enzymem o ma
sie okołolOO kDa, zależnym od ATP. Białko to w końcu N, 
zawierającym centrum aktywne, wykazuje znaczny stopień 
homologii z ligazami I i III. Porównanie sekwencji amino- 
kwasowej białek ligazy I, III i IV wykazało znaczące różnice 
w budowie ich części karboksylowej [52]. W tym regionie 
ligazy IV zidentyfikowano dwa motywy BRCT (ang. BRCA1 
carboxy-terminal) charakterystyczne dla białek spokrewnio
nych z białkiem BRCA1. Pomiędzy nimi znajduje się frag
ment biorący udział w oddziaływaniu z białkiem XRCC4

Rysunek 6. Strukturalna organizacja białek Ku. vW A - dom ena von W illebranda, 
P - miejsca fosforylacji przez DN A-PKcs, SA P - dom ena SAP, D N A-PKcs - miejsce 
w iązania podjednostki katalitycznej DN A-PKCS, NLS -  domena sygnały jądro
wego.

K u 8 0
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R ysunek 7. Strukturalna organizacja ludzkiego białka podjednostki katalitycz
nej kinazy zależnej od D N A (DNA-PKcs). LRR -  region bogaty w leucyny, APS 
m iejsce autofosforylacji (am inokwasy Thr w pozycji 2609, 2638, 2647 i Ser w po- 
zy cji2612,2624,3205), FAT, FATC -  dom eny charakterystyczne dla rodziny kinaz 
fosfatydylo-3-inozytolu (ATM, ATR, DNA-PKcs)

[53-55]. Kompleks ligaza IV/XRCC4 ma masę około 300k- 
Da, co sugeruje, że jest tetramerem zbudowanym z dwóch 
cząsteczek ligazy IV i dwóch cząsteczek białka XRCC4 [56]. 
Wyniki badań biochemicznych oraz krystalograficznych 
sugerują jednak, że w komórce formowany jest raczej kom
pleks składający się z dwóch cząsteczek XRCC4 i jednej czą
steczki ligazy IV [57, 58]. Analiza trzeciorzędowej struktury 
białka XRCC4 wskazuje na istnienie w końcu N, struktury 
globularnej zawierającej motyw helisa-skręt-helsa, oddzia
łujący z DNA [58, 59], XRCC4 oddziałuje z ligazą poprzez 
aminokwasy znajdujące się na końcu karboksylowym [53, 
54], XRCC4 może również tworzyć kompleks białkowy zbu
dowany z czterech cząsteczek XRCC4 połączonych ze sobą 
przez domenę C-terminalną w nieobecności ligazy IV. Nie 
jest jasna rola jaką spełnia w komórce tetramer ligaza IV/ 
XRCC4. Jednakże jego zdolność do wiązania się z końcami 
DNA oraz jednoniciowymi pęknięciami DNA, jak i poważ
ne zaburzenia funkcji komórek obserwowane u mutantów 
z wyłączonym genem kodującym białko XRCC4 sugeruje 
jego inne funkcje, poza udziałem w NHEJ [57, 60]. Białko 
XRCC4 ulega fosforylacji in vitro przez DNA-PKcs [61]. 
Reakcja ta powoduje zmniejszenie powinowactwa XRCC4 
do DNA, co sugeruje że oddziaływanie pomiędzy DNA 
a XRCC4, występującym zarówno w formie tetrameru jak 
i kompleksu białkowego z ligazą IV, są kontrolowane przez 
DNA-PKcs [57]. Hipoteza ta pozostaje w sprzeczności z wy
nikami badań sugerujących, że mutacja XRCC4 w regionie 
odpowiedzialnym za fosforylację przez DNA-PKcs nie po
woduje nabycia przez komórkę fenotypu wrażliwego na 
promieniowanie gamma [64],

ARTEMIS -  GRECKA BOGINI OPIEKI NAD DZIEĆMI

Naprawa podwójnoniciowych pęknięć DNA za pomocą 
systemu NHEJ jest procesem niedokładnym, który bardzo 
często powoduje zmiany w sekwencji DNA [11]. Zjawisko 
to jest spowodowane poprzez proces przekształcenia nie- 
ligowalnych końców DNA o złożonej strukturze w koń
ce mogące podlegać łączeniu (ligacji). Proces ten wymaga 
szeregu różnych reakcji takich jak: usuwanie lub wpro
wadzenie grup fosforanowych, skracanie lub wydłużanie 
pojedynczych nici DNA. Reakcje te wymagają obecności 
wielu różnorodnych enzymów: fosfataz, kinaz, nukleaz czy 
też polimeraz DNA [24]. Badania komórek wrażliwych na 
promieniowanie jonizujące pozwoliły na zidentyfikowanie 
zaledwie kilku białek odpowiedzialnych za modyfikacje

końców DNA podczas naprawy DSB przez system NHEJ, 
co sugeruje, że pełnią one w komórce inne, nie związane 
bezpośrednio z NHEJ a istotne dla prawidłowego funkcjo
nowania komórki funkcje (w związku z tym ich mutacja po
woduje śmierć komórki), lub też istnieje kilka białek pełnią
cych podobne funkcje w procesie przekształcania końców 
nieligowalnych (które nawzajem się uzupełniają i fenotyp 
nieprawidłowy jest maskowany, gdy funkcję jednego biał
ka przejmuje inne). Przykładem enzymu biorącego udział 
w procesie modyfikacji końców DNA w NHEJ jest białko 
Artemis. Czynnik ten, zidentyfikowany po raz pierwszy 
u dzieci z niedoborami immunologicznymi, jest białkiem 
o masie 70 kDa należącym do rodziny metalo-p-laktamaz. 
Brak tego białka jest związany ze wzrostem wrażliwości 
komórek na promieniowanie jonizujące oraz nabycie przez 
komórki fenotypu charakterystycznego dla SCID [29, 62- 
-64], Aktywacja Artemis odbywa się poprzez utworzenie 
kompleksu z białkiem DNA-PKcs, i następującą po tym 
fosforylację przez podjednostkę katalityczną kinazy białko
wej zależnej od DNA. Samo białko Artemis wykazuje wła
ściwości egzonukleazy 5 '—*3'. W połączeniu z DNA-PKcs 
Artemis wykazuje właściwości endonukleazy 5 '—>3' zdolnej 
do przycinania lepkich końców 5' oraz otwierania struktu
ry szpilki do włosów [28]. Kompleks DNA-PKcs/Artemis 
bierze udział w przekształcaniu końców DNA segmentów 
V, D i J w procesie rekombinacji V(D)J. Komórki mające mu
tacje w genach kodujących białka DNA-PK lub Artemis wy
kazują podobny fenotyp, którego cechą charakterystyczną 
jest niesprawna rekombinacja V(D)J z powodu niezdolności 
do modyfikacji końców segmentów V, D i J. Znikoma ilość 
połączonych segmentów V(D)J zaobserwowana w komór
kach pozbawionych Artemis, ma charakterystyczne, długie 
jednoniciowe trakty nukleotydowe, powstające w przypad
ku nieprawidłowej modyfikacji struktur drugorzędowych 
DNA [30, 65]. Za przekształcania struktury końców DNA 
przez Artemis odpowiedzialna jest domena złożona z 385 
aminokwasów znajdująca się na jego końcu N[66]. Artemis 
jest białkiem, którego rola nie ogranicza się tylko do mo
dyfikacji końców w rozwoju układu immunologicznego, 
bierze również udział w procesie naprawy dwuniciowych 
pęknięć DNA [66], Kompleks Artemis/DNA-PKcs odpo
wiada za przycinanie jednoniciowych zakończeń DNA 
z utworzeniem struktury tępego końca, umożliwiając tym 
samym późniejsze połączenie dwóch fragmentów DNA ka
talizowane przez kompleks ligaza IV/XRCC4 [11],

INNE BIAŁKA NHEJ

Inną modyfikacją jednoniciowych zakończeń DNA jest 
ich przekształcenie do tępych końców poprzez syntezę 
drugiej nici. Powstała w ten sposób cząsteczka DNA za
kończona tępym końcem jest docelowym substratem dla 
kompleksu ligazy IV z białkiem XRCC4. Proces wypeł
niania jednoniciowych zakończeń DNA przeprowadzają 
enzymy o aktywności polimerazy DNA zależnej od DNA. 
Dotychczas zidentyfikowano trzy typy polimeraz z rodziny 
poi X uczestniczących w naprawie dwuniciowych pęknięć 
DNA z udziałem systemu NHEJ. Jedną z nich jest termi
nalna transferaza deoksynukleotydowa (TdT). Enzym ten 
dodaje nukleotydy do jednoniciowego zakończenia 3' DNA 
oraz ma zdolność do oddziaływania z kluczowymi biał
kami systemu NHEJ: Ku oraz DNA-PKcs [67-69], TdT jest
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enzymem charakterystycznym dla komórek limfoidalnych, 
wydaje się więc, że jego rola w NHEJ ogranicza się tylko 
do rekombinacji V(D)J. Kolejną polimerazą uczestniczącą 
w procesie różnicowania komórek układu immunologicz
nego jest polimeraza mi (poi p)(ang. polymerase mu). Myszy 
pozbawione genu kodującego poi p wykazywały nieprawi
dłowości w rejonie łańcucha lekkiego immunoglobulin spo
wodowane zaburzeniami procesu rekombinacji V(D)J [70, 
71]. W naprawie dwuniciowych pęknięć DNA powstałych 
w wyniku działania procesów niefizjologicznych bierze 
udział inna polimeraza -  polimeraza lambda (poi A). Akty
wacja tej polimerazy następuje poprzez kontakt z komplek
sem ligaza IV/XRCC4 poprzez N-terminalną część białka 
poi A - domenę BRCT, w sposób analogiczny do aktywacji 
poi A. Analiza mutantów białka poi p wykazała, że za wła
ściwości enzymatyczne tej polimerazy odpowiedzialny jest 
region bogaty w aminokwas prolinę [72, 73], Usunięcie poi 
A - z  ekstraktów HeLa powodowało zahamowanie reak
cji łączenia wolnych końców DNA in vitro [70, 74], Innym 
białkiem biorącym udział w przekształcanie struktury wol
nych końców powstałych w wyniku dwuniciowych pęk
nięć DNA jest kinaza polinukleotydowa (PNK) [75], Białko 
to wykazuje właściwości 5' kinazy oraz 3' fosfatazy DNA. 
PNK ulega aktywacji poprzez fosforylację przez XRCC4 lub 
DNA-PKcs. Ostatnie badania wskazują, że fosforylacja ki
nazy polinukleotydowej zachodzi poprzez oddziaływania 
z XRCC4 (który wymaga wcześniejszej aktywacji przez ki
nazę białkową CK-2) poprzez domenę FHA [76]. Region ten 
jest odpowiedzialny za wiązanie ufosforylowanych substra
tów i jest charakterystyczny dla białek aktywowanych przez 
białka rodziny XRCC [77], Zahamowanie oddziaływania 
pomiędzy PNK a XRCC4 prowadzi do wzrostu wrażliwości 
komórek na promieniowanie gamma oraz spowalnia tempo 
naprawy dwuniciowych pęknięć DNA [78],

przypadków przeprowadzona in vitro, nie jest więc jasne 
czy procesy te zachodzą in vivo i czy mają znaczenie fizjo
logiczne [81-83]. Hipoteza, że DNA-PKcs jest jednym ze 
składników białkowych pośredniczących w przekazywa
niu sygnałów komórkowych w odpowiedzi na uszkodzenia 
DNA lub modulujących fazy cyklu komórkowego wymaga 
potwierdzenia. Nie wykazano bowiem dotychczas związku 
pomiędzy zmianami aktywności białka p53 czy ATM, a bra
kiem DNA-PKcs, pomimo wykazania w badaniach in vitro 
fosforylacji tych białek przez DNA-PKcs [82], Bardziej prze
konywująca jest teza, że DNA-PKcs bierze udział w pro
cesie naprawy pęknięć dwuniciowych przez system NHEJ 
w sposób bezpośredni jako element łączący dwie cząsteczki 
DNA, poprzez wiązania z heterodimerami Ku umieszczo
nymi na końcach DNA (analogicznie do mostu łączącego

Związki
chemiczne

Promieniowanie
jonizujące

O D D Z IA ŁY W A N IA  D N A -BIA ŁK O  PO D CZA S  
N A PR A W Y  N IEH O M O LO G IC Z N EG O  
ŁĄ C Z EN IA  W O LN YC H  K O Ń C Ó W  D N A

ROZPOZNANIE USZKODZENIA DNA

W początkowym etapie naprawy z udziałem systemu 
NHEJ uszkodzenie DNA rozpoznawane jest przez heterodi- 
mer Ku (Rys. 8). Związanie białka Ku z końcami DNA sty
muluje przyłączenie DNA-PKcs. Podjednostka DNA-PKcs 
przyłączająca się w miejsce uszkodzenia „spycha" heterodi- 
mer Ku na DNA o 10 pz. W efekcie tego procesu cały kom
pleks kinazy białkowej zajmuje około 30-nukleotydowy 
fragment DNA na jego końcach. W następstwie utworzenia 
holoenzymu DNA-PK dochodzi do aktywacji jego pod- 
jednostki katalitycznej. Aktywacja ta, stymulowana przez 
białka Ku, ma miejsce tylko wtedy, kiedy DNA jest dłuższe 
niż 26 pz. Znaczenie aktywacji podjednostki katalitycznej 
DNA-PK dla prawidłowego przebiegu NHEJ potwierdzi
ły badania z wykorzystaniem inhibitora aktywności kina- 
zowej DNA-PK wortmanniny oraz mutantów tego białka 
w domenie odpowiedzialnej za właściwości kinazy [79, 80]. 
W wyniku uruchomienia aktywności kinazowej następu
je autofosforylacja DNA-PKcs i fosforylacja innych białek 
biorących udział w naprawie NHEJ, oraz białek uczestni
czących w regulacji cyklu komórkowego i apoptozie [32], 
Identyfikacja substratów dla DNA-PK została w większości Rysunek 8. M echanizm  napraw y DSB przez NHEJ.
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dwie drogi znajdujące się na przeciwległych stronach rze
ki, gdzie przęsła mostu stanowią białka Ku, zaś DNA-PKcs 
tworzy kładkę) [84-86, 92]. Taki model działania DNA-PKcs 
wydaje się jednak nieprawdziwy, gdyż nie pozostawia 
miejsca dla działania enzymów, które musza zmodyfiko
wać końce DNA tak, aby podlegały wydajnemu procesowi 
łączenia przez ligazę IV.

Zgodnie z inną hipotezą DNA-PKcs w powiązaniu z biał
kami Ku pozostawia wolne końca DNA, które w kolejnym 
etapie naprawy NHEJ mogą ulec modyfikacji i następnie 
ligacji [85-89]. Badania in vitro z wykorzystaniem substra
tów reakcji NHEJ wykazały, że w obecności DNA-PKcs na
stępuje przewaga reakcji międzycząsteczkowej nad reakcją 
wewnątrzcząsteczkową [90]. Zjawisko to następuje nawet 
wówczas, gdy substrat dla białek systemu NHEJ jest obec
ny w środowisku w małym stężeniu, przy którym prze
waża ligacja wewnątrzcząsteczkową. Dane te sugerują, że 
DNA-PKcs najprawdopodobniej spina dwa końce tej samej 
cząsteczki uniemożliwiając tym samym ich połączenie, jed
nocześnie czyniąc je dostępnymi dla końców należących do 
innej cząsteczki DNA. Spekulacje odnośnie roli DNA-PKcs 
w naprawie NHEJ powinno przerwać poznanie i opisanie 
trójwymiarowej struktury tego białka.

MODYFIKACJE KOŃCÓW DNA

Jednym z głównych problemów powstających w pro
cesie naprawy dwuniciowych pęknięć DNA przez system 
NHEJ jest obecność nieligowalnych końców, które muszą 
ulec modyfikacji przed procesem połączenia. W komórkach 
prokariontów oraz u drożdży nie zidentyfikowano białek 
biorących udział w modyfikacji końców DNA w procesie 
NHEJ, pomimo istnienia eukariotycznych odpowiedników 
innych składników tego systemu (Ku, Ligaza IV/XRCC4) 
[97-100]. Najprawdopodobniej głównym systemem na
prawy DSB w tych organizmach jest rekombinacja homo
logiczna, a NHEJ służy wyłącznie do naprawy prostych 
uszkodzeń DNA (zawierających końce DNA dające się 
połączyć bezpośrednio, bez modyfikacji). Brak DNA-PKcs 
w tych komórkach sugeruje, że białko to u wyższych eu- 
kariontów może pełnić funkcję regulatorową i decydować 
o drodze przekształcania wolnych końców będących sub- 
stratem dla systemu NHEJ. Spekulacje na temat takiej roli 
DNA-PKcs wydają się być w pełni uzasadnione wynikami 
badań z użyciem substratów zawierających tępe końce [91]. 
Takie uszkodzenia są wydajnie naprawiane w komórkach 
pozbawionych DNA-PKcs. Można postawić hipotezę, że 
DNA-PKcs pełni rolę stymulującą, ale nie jest czynnikiem 
niezbędnym w naprawie DSB zawierających końce, których 
komórka nie musi modyfikować przed kolejnym etapem 
procesu naprawy czyli ligacji. Naprawa skomplikowanych 
uszkodzeń DNA wymaga jednak obecności DNA-PKcs.

LIGACJA KOŃCÓW DNA

Efektywność procesu łączenia końców DNA in vivo zale
ży od aktywności kompleksu ligazy IV z białkiem XRCC4. 
W badaniach przeprowadzonych in vitro zaobserwowano, 
że proces ten może przebiegać także z udziałem ligazy I lub 
ligazy III. Łączenie końców DNA przez kompleks ligaza 
IV/XRCC4 najefektywniej zachodzi w obecności białek Ku

[92]. Fakt ten potwierdzono w badaniach in vitro, gdzie za
obserwowano wzrost wydajności reakcji łączenia końców 
stymulowanych przez oczyszczony kompleks ligazy IV/ 
XRCC4, po dodaniu ekstraktu komórkowego zawierające
go inne składniki systemu NHEJ [56], Analogicznie po usu
nięciu z ekstraktu białka Ku lub DNA-PK następował zna
czący spadek efektywności reakcji ligacji substratów DNA. 
Analiza EMSA (ang. electrophoretic mobility shift assay) wy
kazała oddziaływania pomiędzy heterodimerem złożonym 
z białek Ku a kompleksem ligaza IV/XRCC4 [92]. Szacuje 
się, że wzajemne oddziaływania pomiędzy tymi białkami 
przyspieszają proces ligacji około 20 razy. Podobne oddzia
ływania zaobserwowano u drożdżowych odpowiedników 
ludzkich białek Ku oraz XRCC4 [85, 93], Wydaje się więc, że 
podstawowy zestaw białek systemu NHEJ (Ku, DNA-PK, 
ligaza IV i XRCC4) warunkuje wydajną naprawę dwunicio
wych pęknięć DNA [94], Oprócz kilku podstawowych bia
łek NHEJ, zidentyfikowano ostatnio kilka innych, zwiększa
jących efektywność naprawy DSB. Jednym z nich jest białko 
zespołu Wernera (WRN), którego cechą charakterystyczną 
jest przedwczesne starzenie oraz zwiększona częstotliwość 
występowania nowotworów w porównaniu do osób o pra
widłowym genotypie. Choroba ta jest spowodowana mu
tacjami w genie kodującym białko WRN. Białko to wyka
zuje aktywność helikazy oraz egzonukleazy 3'-> 5' [95, 96] 
i oddziałuje z białkami Ku, blokując tym samym miejsce dla 
DNA-PKcs[97], Ponadto do stymulacji aktywności egzonu- 
kleolitycznej białka WRN niezbędne jest wiązanie z Ku, co 
sugeruje, że WRN może być jednym z elementów systemu 
NHEJ [97-101], Myszy z wyłączonym genem kodującym 
odpowiednik białka WRN człowieka nie wykazują jednak 
fenotypu wrażliwego na promieniowanie jonizujące, który 
jest charakterystyczny dla komórek z wadliwym systemem 
NHEJ [112]. Sugeruje to, że białko WRN nie jest niezbęd
nym czynnikiem NHEJ i pełni jedynie funkcje pomocnicze 
w procesie naprawy uszkodzeń DNA przez niehomologicz
ne łączenie wolnych końców. Podobną funkcję jak białko 
WRN może pełnić również kompleks M rell/R ad50/N bsl 
(MRN). Kompleks ten jest odpowiedzialny za rozpoznanie 
uszkodzenia DNA w procesie naprawy DSB przez rekombi
nację homologiczną [12]. Zaobserwowano in vitro, że doda
nie MRN do ekstraktów komórek HeLa stymuluje naprawę 
przez rekombinację niehomologiczną, co pozwala przypusz
czać, że kompleks ten może pełnić podobną rolę jak WRN 
w NHEJ [102], Na uwagę zasługuje fakt, że podobne funkcję 
jak WRN i MRN pełni również czynnik niebiałkowy. Wy
kazano, że heksofosforan inozytolu oddziałuje z białkami 
Ku, co skutkuje zwiększoną aktywnością naprawy dwuni
ciowych pęknięć DNA na drodze rekombinacji niehomolo- 
gicznej [89,103,104],

U W A G I K O Ń CO W E

Zrozumienie i poznanie wszystkich aspektów NHEJ 
może pozwolić na skuteczne leczenie wielu chorób. Jedną 
z takich chorób jest AIDS, która jest spowodowana infekcją 
retrowirusem upośledzenia odporności. Wykazano, że wy
dajna integracja wirusowego cDNA do genomu gospoda
rza zachodzi w komórkach z efektywnym systemem NHEJ 
[105,106]. Mutacje w genach kodujących podstawowe białka 
NHEJ (DNA-PKcs, Ku, Ligaza IV, XRCC4) oraz pomocnicze 
(MRN) powodowały spadek częstości integracji wirusowe-
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go cDNA z genomem gospodarza [105, 107], Wyniki tych 
badań jednoznacznie wskazują, że białka NHEJ mogą sta
nowić cel w terapii skierowanej przeciwko zakażeniom re- 
trowirusowym. Równie interesującą propozycją wydaje się 
być wykorzystanie białek NHEJ jako celu w leczeniu chorób 
nowotworowych. Hamowanie aktywności NHEJ w komór
kach nowotworowych uczula je na radioterapię i chemio
terapię z użyciem leków uszkadzających DNA, takie jak 
bleomycyna czy inhibitory topoizomerazy II. Badania z wy
korzystaniem inhibitora DNA-PK - NU7026 (2-(morpholin- 
-4-yl)-benzo[h]chomen-4-one), wykazały znaczący wzrost 
cytotoksycznego efektu inhibitorów topoizomerazy II na 
komórki białaczko we [108], Podobny efekt zaobserwowa
no stosując siRNA dla mRNA DNA-PKcs [109] oraz M rell 
[111]. Komórki nowotworowe z wprowadzonym wekto
rem plazmidowym zawierającym geny kodujące siRNA 
skierowane przeciwko DNA-PKcs oraz M re ll wykazywa
ły zwiększoną wrażliwość na promieniowanie jonizujące. 
Zastosowanie takiej strategii umożliwi zmniejszenie dawki 
niezbędnej do osiągnięcia pozytywnego efektu radiotera
pii. Pełniejsze poznanie mechanizmu NHEJ, w szczególno
ści dalsza identyfikacja kluczowych dla tego szlaku białek, 
może pomóc w zastosowaniu terapii genowej u osób cho
rych na zespół ciężkiego złożonego niedoboru odporności, 
u którego podłoża leżą defekty w genach kodujących białka 
NHEJ [111]. Wyniki badań z zastosowaniem inhibitorów 
topoizomerazy II sugerują istnienie alternatywnego szla
ku naprawy DSB przez NHEJ niezależnego od DNA-PKcs, 
z udziałem PARP-1 i kompleksu XRCCl/ligaza III [112]. 
Rezultaty tych badań wskazują na następny, obok zastoso
wań klinicznych, kierunek dalszych badań nad NHEJ. Dal
szych studiów wymagają również badania nad ochronną 
roli DNA-PK wobec zakończeń chromosomów -  telomerów 
[113,114].
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Oddziaływanie argininy z RNA

STR ESZC ZEN IE

Oddziaływania pomiędzy aminokwasami a RNA, odgrywają istotną rolę w wielu syste
mach biologicznych. Na szczególną uwagę zasługuje oddziaływanie RNA z argininą, 

ponieważ grupa guanidylowa argininy może utworzyć pięć wiązań wodorowych z odpo
wiednio usytuowanymi grupami akceptorowymi w RNA. Arginina oddziałuje z wieloma 
typami cząsteczek RNA, które wiążą ją z różną specyficznością i powinowactwem. Cząstecz
ki te nie wykazują między sobą żadnego podobieństwa w sekwencji nukleotydów. Jednym 
z najlepiej opisanych przykładów jest oddziaływanie pojedynczej reszty argininy w białku 
Tat wirusa HIV-1 z elementem TAR RNA. Ponadto wolna arginina może wiązać się także 
w centrum katalitycznym prekursora rybosomalnego RNA u orzęska Tetrahymena oraz z ap- 
tamerami argininowymi, wyizolowanymi z zastosowaniem metody selekcji in vitro.

W P R O W A D Z EN IE

Cząsteczki RNA uczestniczą w wielu procesach o fundamentalnym znacze
niu dla komórki, takich jak biosynteza białek, składanie i dojrzewanie RNA 
(dzięki własnej aktywności enzymatycznej), a także stanowią składnik rybo- 
nukleoprotein -  rybosomów i spliceosomów. Cząsteczki RNA specyficznie 
oddziałując z białkami uczestniczą w post-transkrypcyjnej regulacji ekspresji 
genów. Jednym z aspektów wszechstronności RNA jest także jego zdolność do 
wiązania niskocząsteczkowych ligandów, np. aminokwasów [1], Na szczególną 
uwagę zasługuje oddziaływanie RNA z argininą (Rys. 1 A), która jest zdolna do 
tworzenia specyficznych wiązań z RNA. W pH 7 arginina charakteryzuje się ła
dunkiem dodatnim, co wydaje się odgrywać rolę w tworzeniu niespecyficznych 
wiązań z ujemnie naładowanymi cząsteczkami kwasu nukleinowego [2]. Po
nadto grupa guanidylowa argininy może utworzyć pięć specyficznych wiązań 
wodorowych (Rys. 1B) z odpowiednio usytuowanymi grupami akceptorowymi 
w RNA, na przykład grupą fosforanową, grupą 2'OH rybozy oraz z grupami 
zasad azotowych 0 -6 , N-7 w guaninie lub 0 -4  w urydynie [3].
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D O M EN Y  BIA ŁK O W E BO G A TE W  A RG IN IN Ę  
SPEC Y FIC Z N IE O D D ZIA ŁU JĄ C E Z RN A

W wielu białkach oddziaływujących z RNA, wyodrębnione zostały sekwen
cje o charakterze zasadowym o długości 10-20 reszt aminokwasów, bogate 
w reszty argininy, tak zwane ARMs (ang. arginine rich motifs), pośredniczące 
w specyficznym rozpoznawaniu struktur RNA [4, 5], Sekwencje ARM nie wy
kazują wzajemnej homologii (Rys. 2). Ich wspólną cechą jest sposób oddziaływa
nia i rozpoznawania właściwych struktur RNA. Pojedyncza reszta argininy lub 
ich kilka występujących w sekwencji ARM, może odpowiadać za specyficzne 
oddziaływanie z określoną sekwencją RNA. Sekwencje bogate w reszty argini
ny występują w wielu białkach wirusowych (np. w białkach Tat lub Gag) [4] 
oraz w białkach bakteriofagów (np. antyterminatorowe białka N faga P22) [4, 6]. 
Oddziaływanie białko-RNA, w którym pośredniczy ARM, jest niezbędne w pro
cesie replikacji patogennych wirusów, np. HIV-1 (ang. human immunodeficiency 
wirus type 1) i HTLV-1 (human T-cell leukemia virus type 1). Sekwencje bogate 
w reszty argininy występują także w białkach prokariotycznych i eukariotycz-
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HIV-1 Tat G R K K  R R Q R R R

B IV T a t R P  R G T  R G K G R R I R R

E IA V T a t L D A S L  R K K N K Q R L K

HIV-1 Rev T R Q A R R N R R  R R W R E R Q R  

HTLV-1 Rex M P K T  R R R P R R S Q R K R P  

P 2 2 N  K T  R R H E R R R K L

S S V G a g  R E R R R D R R Q E K
Rysunek 2. Sekw encje bogate w reszty argininy (ARM ) obecne w białkach spe
cyficznie oddziałujących z cząsteczkam i RNA. Reszty argininy (R) zaznaczono 
kolorem  żółtym  [4, 5, 7, 22, 25, 28, 34],

nych [7], W sekwencjach tych mogą występować także resz
ty seryny (RS) [8] lub glicyny (RGG) [9, 10]. W komórkach 
organizmów eukariotycznych RS są obecne w białkach SR, 
biorących udział w reakcji wycinania intronów z pierwot
nego transkryptu (pre-mRNA) [8], Natomiast powtarzające 
się sekwencje RGG zostały zlokalizowane w białkach rybo- 
somalnych komórek eukariotycznych (np. S2 i L7) [11, 12], 
w białku SSB1 z S. cerevisiae [13] oraz w rybonukleoprote- 
inach (np. hnRNP U), tworzących kompleksy z jądrowym 
RNA (hnRNA) [9, 10] . Homologi białka S2 wykryto tak
że w komórkach prokariontów w białkach rybosomalnych 
należących do rodziny białek S5 (np. u E. coli) [12]. Reszta 
argininy zostały zachowane w ewolucji w domenach biał
kowych (np. kinazy p68 człowieka) wiążących dwuniciowe 
RNA (ang. double-stranded binding motifs) [14]. Niestety nie
wiele wiadomo jest na temat specyficzności oddziaływań 
oraz struktur RNA, z którymi wiążą się wymienione białka 
zwierające domeny bogate w reszty argininy. Wykazano 
natomiast, że białka organizmów eukariotyczych, takie jak 
histony i protaminy, posiadające także dużą zawartość reszt 
argininy, oddziałują z RNA w sposób niespecyficzny, na za
sadzie oddziaływań elektrostatycznych [15].

ODDZIAŁYWANIE BIAŁEK TAT ZE 
STRUKTURAMI RNA TYPU TAR

Jednym z najlepiej opisanych w literaturze przedmiotu 
przykładów, w którym pośredniczą reszty argininy, jest od
działywanie pojedynczej reszty argininy występującej w re
jonie ARM białka Tat wirusa HIV-1 ze strukturą TAR RNA 
(ang. trans-activation-responsive element), zlokalizowaną bli
sko końca 5' genomu wirusa. Funkcja kompleksu Tat-TAR 
polega na transaktywacji wirusowej transkrypcji zachodzą
cej z 5' LTR (ang. long terminal repeat). Białko Tat zbudowa
ne jest z 86 reszt aminokwasowych. Sekwencja ARM składa 
się z sześciu reszt argininy, dwóch reszt lizyny oraz resz
ty glicyny i glutaminy. TAR natomiast stanowi rejon RNA 
o długości 58 nukleotydów [16]. Minimalna sekwencja TAR 
potrzebna do związania peptydu (Rys. 3A) w HIV-1 LTR 
występuje pomiędzy nukleotydami +19 i +42 i ma strukturę 
ramię-pętla, z trzema nukleotydami zlokalizowanymi poza 
dwuniciową strukturą, tworzącymi wybrzuszenie. Elemen
ty niezbędne do transaktywacji zawarte są w rejonie ota
czającym wybrzuszenie [17], gdzie następuje bezpośrednie

związanie reszty argininy sekwencji ARM białka Tat [18]. 
Zarówno sekwencja nukleotydów otaczająca wybrzuszenie, 
jak i struktura drugorzędowa TAR RNA odgrywają ważną 
rolę w oddziaływaniach Tat-TAR [17, 19, 20], Grupa gu- 
anidynowa argininy tworzy wiązania wodorowe z zasadą 
G26 w rejonie dwuniciowym, powyżej wybrzuszenia, oraz 
z dwoma grupami fosforanowymi (P21 i P22) zlokalizowa
nymi poniżej. Kompleks ten jest stabilizowany przez od
działywanie pomiędzy trzema zasadami, U23 występującą 
na końcu 5' wybrzuszenia oraz A27-U38, przylegającymi 
bezpośrednio do końca 3' wybrzuszenia [21]. Natomiast 
sześcionukleotydowa pętla oddziałuje z innymi białkami 
regulującymi ekspresję genów wirusa HIV-1 i nie odgrywa 
roli podczas rozpoznawania struktury TAR przez Tat [17]. 
Badania z wykorzystaniem techniki dichroizmu kołowego 
sugerują, że bogata w reszty argininy sekwencja białka Tat 
nie ma określonej struktury w nieobecności TAR. Jej struk
tura zostaje określona dopiero po związaniu z RNA, indu
kując jednocześnie zmiany konformacyjne w TAR [2,22,23]. 
Syntetyczne peptydy zbudowane z 14 (rejon odpowiadający 
sekwencji 48-61 w białku Tat), 12 (rejon 47-58 w białku Tat) 
lub z 9 (rejon 49-57) reszt aminokwasowych, odpowiadające 
rejonowi białka Tat o charakterze zasadowym, są wystarcza
jące do związania się z TAR, z podobnym powinowactwem 
jak białko Tat [20, 22, 24] . Z TAR oddziałuje również wolna 
L-arginina [21], indukując podobne zmiany konformacyjne 
w RNA jak białko Tat; za zmiany te odpowiedzialna jest 
grupa guanidylowa aminokwasu [23]. Specyficzne oddzia
ływanie białka Tat z sekwencją TAR jest również niezbędne 
w procesie replikacji innych wirusów takich jak BIV (ang. 
bovine immunodeficiency wirus) oraz EIAV (ang. equine infec
tious anemia virus), jakkolwiek sekwencje TAR tych wirusów 
różnią się od odpowiednich sekwencji wirusa HIV-1 (Rys. 
3) [5]. BIV TAR tworzy strukturę typu ramię-pętla, zawie
rającą dwa wybrzuszenia, ze zdelokalizowanymi resztami 
uracylu. W rozpoznaniu RNA przez BIV Tat niezbędne są 
pary zasad G11-C25, G14-C23 i C15-G22 oraz U10 i reszty 
fosforanu P8, P9 i P22 [5], Do utworzenia kompleksu BIV 
Tat-TAR niezbędne są trzy reszty argininy zlokalizowane 
w sekwencji ARM, Arg77, Arg70 i Arg73 [25], W cząstecz
ce EIAV TAR nie występuje wybrzuszenie, a nukleotyda
mi rozpoznawanymi przez rejon ARM białka EIAV Tat są 
dwie pary zasad U:G (nie tworzące oddziaływań Watsona 
Cricka), ulokowane na końcu ramienia TAR, oraz zasada 
G14 występująca w pętli TAR [26]. Prawdopodobnie pary 
U:G są funkcjonalnymi odpowiednikami „wypchniętych"
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Rysunek 3. M inim alne struktury TAR RN A potrzebne do związania białek Tat. 
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Rysunek 4. Prawdopodobna struktura drugorzędowa RRE RNA (A) i elementu 
RRE 1IB RNA (B) biorącego udział w bezpośrednim  oddziaływaniu z białkiem 
Rev [58]. N ukleotydy oznaczone na niebiesko są niezbędne w oddziaływaniach 
z białkiem  Rev. Tw orzenie się niekanonicznych par zasad oznaczono przerywaną 
linią.

nukleotydów z HIV-1 TAR, ponieważ niekanoniczne pary 
zasad podobnie jak wybrzuszenia wprowadzają nieregular- 
ność w strukturze helikalnej, co może być specyficznie roz
poznawane przez białko EIAV Tat [26],

ODDZIAŁYWANIE BIAŁKA REV 
WIRUSA HIV-1 Z RRE RNA

Białko Rev wirusa HIV-1 zbudowane ze 116 reszt ami
nokwasowych zawiera rejon ARM o charakterze zasado
wym, w którym 10 z 17 reszt aminokwasowych, pomiędzy 
pozycjami 34 i 50 to reszty argininy. Białko Rev (ang. Rev 
responsive element) oddziałuje z wirusowym elementem RRE 
RNA o długości 234 nukleotydów (Rys. 4), zlokalizowanym 
w obrębie genu env [27], W oddziaływaniu uczestniczą czte
ry reszty argininy ARM rozpoznające strukturę elementu 
RRE RNA [28]. Związanie białka aktywuje eksport mRNA 
retrowirusa do cytoplazmy oraz wzmaga ekspresję mRNA 
kodujących białka wirusa [29, 30], Rejon wystarczający do 
związania białka Rev określany jest jako RRE IIB [31, 32], 
Zarówno białko Rev, syntetyczny peptyd zawierający se
kwencję ARM, jak i peptyd zawierający 12-15 reszt argininy 
wiążą się z RRE IIB RNA z podobną stałą dysocjacji (~108 
M 1) [31]. RRE IIB RNA charakteryzuje się strukturą typu 
ramię-pętla w obrębie której występuje tzw. wewnętrzna 
pętla. Związanie białka Rev z RNA zachodzi w obrębie tej 
pętli, w której łączą się niekanoniczne pary zasad leżące 
naprzeciw siebie, G47:A73 i G48:G71. Powstanie opisanej 
struktury powoduje delokalizację zasady U72 ze struktury

dwuniciowej [27, 31-33] i skręcenie cząsteczki RNA, co jest 
niezbędne w procesie rozpoznawania sekwencji RRE IIB 
RNA przez białko Rev [27, 32], Struktura RRE IIB RNA roz
poznawana przez białko Rev przypomina strukturę HIV-1 
TAR RNA [32],

ODDZIAŁYWANIE BIAŁKA REX 
WIRUSA HTLV-1 Z REXRE RNA

W oddziaływaniu białka Rex o masie cząsteczkowej 27 
kDa wirusa HTLV-1 z elementem RexRE RNA (ang. Rex 
responsive element) również pośredniczą reszty argininy 
(Rys. 5). W rejonie ARM tego białka zbudowanym z 16 
reszt aminokwasowych występuje 7 reszt argininy [15], 
z których co najmniej dwie uczestniczą w rozpoznawaniu 
RexRE RNA [34], Białko Rex oddziałując z RexRE, regulu
je eksport z jądra do cytoplazmy niekompletnie złożonych 
cząsteczek mRNA, kodujących wirusowe białka struktural
ne, env i gag [35], Element RexRE składający się z 254 nu
kleotydów występuje w regionie 3' LTR. Zbudowany jest 
z dwóch segmentów o strukturze podwójnej helisy oraz 
czterech o strukturze ramię-pętla (IIA-IID) [36]. Związanie 
reszt argininy sekwencji ARM białka Rex zachodzi w ob
rębie obejmującego 43 nukleotydy segmentu IID elementu 
RexRE RNA [15]. Segment ten zawiera dwa wybrzuszenia 
zidentyfikowane jako miejsce wiązania białka Rex [15, 36- 
-38], Pary zasad G175-C203, G177-C202 oraz zasada U176 
zlokalizowana na zewnątrz dwuniciowej struktury są praw
dopodobnie odpowiedzialne za tworzenie bezpośredniego 
kontaktu z białkiem Rex [15]. Jedna z tych struktur zawiera 
ponadto zachowane z ewolucji sekwencje przypominające 
strukturę elementu TAR wirusa HIV-1 [15, 37] .

Rysunek 5. Prawdopodbna struktura drugorzędowa RexRE RNA (A) i elem entu 
RexRE RNA (B) uczestniczącego w oddziaływ aniach z białkiem  Rex [15]. Zazna
czony na niebiesko segm ent IID RN A przypom ina strukturą element TAR RNA 
wirusa EIIV-1.
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Rysunek 6. Schem at struktury drugorzędowej prekursora rybosom alnego RNA 
z orzęska Tetrahymena. Dziesięć struktur dw uniciow ych o zachow anych w ew o
lucji sekwencji, w spólnych dla w iększości grupy I autokatalitycznie wycinających 
się intronów, oznaczono jako P1-P10. M iejsce w iązania guanozyny, blokow ane 
przez L-argininę, oznaczono kolorem jasnoszarym . Strzałka wskazuje miejsce, 
które atakow ane jest przez guanozynę, co zapoczątkow uje reakcję splicingu Sym 
bole 5' ss i 3' ss oznaczają odpow iednio miejsce splicingow e 5' i 3 ' [40, 59].

ST ER EO SELEK T Y W N E O D D Z IA ŁY W A N IE  
A RG IN IN Y Z PR EK U RSO REM  
R Y B O SO M A LN EG O  RN A  U TETRA H YM EN A

Zidentyfikowano także inne typy cząsteczek RNA, które 
mogą specyficznie oddziaływać z argininą. Wolna arginina 
pełni rolę inhibitora reakcji autokatalicznego splicingu pre
kursora rybosomalnego RNA (pre-rRNA) u orzęska Tetra
hymena (Rys. 6) [39, 40], Aminokwas hamuje samowycina- 
nie się złożonego z 414 nukleotydów intronu grupy I z pre- 
-rRNA, a kofaktorem tej reakcji jest guanozyna (także GMP, 
GDP i GTP). Guanozyna jest wymagana podczas pierwsze
go etapu reakcji. Wiąże się ona z RNA i następnie atakuje 
miejsce splicingowe 5', tworząc wiązanie fosfodiestrowe 
z końcem 5' intronu [41]. W wyniku tej reakcji na końcu 
egzonu powstaje wolna grupa 3'-OH, która atakuje miejsce 
splicingowe 3'. Następnie oba egzony łączą sie i zachodzi 
uwolnienie intronu [42], W pre-rRNA u Tetrahymena, w ob
rębie elementu P7 występującego w centrum katalitycznym 
intronu, zlokalizowane jest miejsce, z którym wiąże się 
guanozyna, oddziałując z parą zasad G264:C311, poprzez 
utworzenie dwóch wiązań wodorowych z G264 [43]. Ar
ginina hamuje opisaną reakcję autokatalicznego splicingu, 
poprzez utworzenie dwóch wiązań wodorowych z G264
i zablokowanie miejsca wiązania dla guanozyny [39, 44]. 
Doświadczenia przeprowadzone z niemal wszystkimi ami
nokwasami wykazały, że zahamowanie reakcji samowyci- 
nania się intronu z pre-rRNA u Tetrahymena, jest procesem 
o wysokiem stopniu specyficzności i tylko arginina może ją 
wywołać [45], O specyficzności tego oddziaływania świad
czy także fakt, że miejsce wiązania argininy charakteryzuje 
się stereoselektywnością -  preferowana jest L-arginina [45, 
46]. Stereoselektywne oddziaływanie L-argininy z pre- 
-rRNA u Tetrahymena nie jest odosobnionym przypadkiem, 
ale jest właściwością charakteryzującą całą grupę I autoka
talitycznie wycinających się intronów zidentyfikowanych 
u rożnych odległych filogenetycznie organizmów [47],

A PT A M ER Y  RN A  SPEC YFIC ZN IE W IĄ Ż Ą C E L-A R G IN IN Ę

Metoda SELEX ukierunkowanej ewolucji in vitro (ang. 
systematic evolution o f ligands by expotential enrichment), okre

ślana również jako selekcja in vitro [48], umożliwiła ziden
tyfikowanie sekwencji RNA wiążących cząsteczkę docelo
wą (ligand) z wysokim powinowactwem i specyficznością, 
tzw. aptamerów. W pierwszym etapie selekcji in vitro two
rzona jest biblioteka oligonukleotydów o tzw. zdegenero- 
wanych sekwencjach (ang. random DNA), zawierających na 
obu końcach sekwencje wiążące startery DNA oraz dodat
kowo na końcu 5' sekwencję promotora polimerazy RNA. 
W kolejnym etapie, z populacji cząsteczek DNA, otrzymy
wana jest pula cząsteczek RNA na drodze transkrypcji in 
vitro, które są następnie selekcjonowane na podstawie ich 
zdolności do wiązania się z określonym ligandem. Selekcję 
można przeprowadzić np. metodą podobną do chromato
grafii powinowactwa. Pula RNA jest rozdzielana na złożu 
agarozowym z unieruchomionym ligandem. W yselekcjo
nowane cząsteczki RNA poddawane są reakcji odwrotnej 
transkrypcji, a otrzymane cząsteczki DNA powielane z za
stosowaniem metody PCR. Wymienione etapy są cyklicz
nie powtarzane i w każdym cyklu następuje stopniowe 
wzbogacanie populacji cząsteczek w sekwencje RNA o po
żądanych właściwościach [49], Dzięki zastosowaniu meto
dy SELEX opisano liczną grupę aptamerów różniących się 
sekwencją i strukturą, ale wykazujących zdolność wiązania 
się z argininą (Rys. 7) [50-52], Aptamery te różnią się rów
nież powinowactwem w stosunku do L-argininy (Tabela 1 
-  stałe dysocjacji kompleksu od 103 M 1 dla cząsteczek naj
słabiej wiążących L-argininę do 3,0 x 106 M 1 dla cząsteczek 
najsilniej wiążących L-argininę) [21, 50-52, 56, 57]. Wiązanie 
aptamerów z aminokwasem charakteryzuje się stereoselek
tywnością (większość wiąże lepiej L- niż D-argininę) [50, 51] 
. W aptamerze wiążącym L-arginę z największym powino
wactwem zaobserwowano powstawanie struktury pseudo 
węzła, odpowiedzialnej prawdopodobnie za bezpośredni 
kontakt ze związaną argininą lub za powstawanie struktur 
trzeciorzędowych indukowanych przez argininy [51], Na
tomiast w cząsteczce RNA wyizolowanej przez Famuloka 
[50], L-arginina wiąże się z trzema nukleotydami (C13, A29 
i U31) wewnętrznej pętli [53, 54], W aptamerze tym związa-

Rysunek 7. Proponow ana struktura drugorzędowa aptam erów  wiążących argi- 
ninę [50-52, 55]. Linią przeryw aną zaznaczono nukleotydy, które mogą oddziały
wać ze sobą tworząc strukturę tzw. pseudo węzła. Fragm enty RN A, zaznaczone 
na niebiesko, przypom inają strukturą TAR RNA w irusa H IV-1. N iekanoniczne 
pary zasad oznaczono gwiazdkam i.
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nie L-argininy z RNA powoduje jego zmianę konformacyjną 
[53, 54], Zastosowanie metody SELEX umożliwiło również 
wyselekcjonowanie aptamerów wiążących się z D-argininą 
z większym powinowactwem niż z L-argininą (Tabela 1). 
Dzięki zastosowaniu techniki selekcji in vitro, wyselekcjo
nowano także cząsteczki RNA o strukturze przypomina
jące element TAR z wirusa HIV-1, oddziałujące z argininą 
z podobnym powinowactwem jak peptyd Tat [55]. Około 
40% wyselekcjonowanych cząsteczek RNA zawierało dwu- 
nukleotydowe wybrzuszenie, na którego końcu 5' wystę
powała zasada U. Natomiast do jego końca 3' przylegały 
bezpośrednio pary zasad G/C i A/U [55], Stałe dysocjacji 
kompleksu tych cząsteczek z argininą wynosiły od 21 M 1 
dla cząsteczek najsłabiej wiążących L-argininę do 7,1 x 102 
M_l dla cząsteczek najmocniej wiążących ten aminokwas
[55], Wydaje się, że zastosowanie metody SELEX do poszu
kiwania aptamerów zdolnych wiązać się z argininą ułatwi 
poznanie zasad rządzących oddziaływaniami pomiędzy 
białkami i cząsteczkami RNA [50].

PO D SU M O W A N IE

Opisane w niniejszym artykule cząsteczki RNA oddzia
łują z resztami argininy obecnymi w białkach łub pepty- 
dach albo z wolnym aminokwasem. Istnieje możliwość, że 
specyficzne oddziaływania RNA/arginina są realizowane 
przez wiele różnorodnych sekwencji oraz struktur RNA, 
które wiążą jedną lub kilka reszt arginin z różnym powino
wactwem. Wydaje się, że sekwencje bogate w reszty argini
ny obecne w białkach służą do rozpoznawania cząsteczek 
RNA o różnej strukturze [51]. Ze wspomnianej różnorod
ności można wysnuć przypuszczenie, że istnieją jeszcze 
nie zidentyfikowane dotąd przez badaczy sekwencje RNA 
zdolne do oddziaływania z argininą w formie wolnej lub 
wchodzącej w skład łańcuchów peptydowych białek.

Tabela 1. Porów nanie stałych dysocjacji (KD) kompleksów L- lub D-argininy lub 
peptydu B1V Tat (65-81) z różnym i cząsteczkam i RNA.

! Ligand RNA k d Piśmiennictwo 1

L-arginina TAR 2,5 x 102 M-1 [21]

BIV Tat(65-81) BIV TAR 2,0 x 109 M-1 [56]

L-arginina Tetrahymena
pre-rRNA 2,5 x 103 M-1 [57]

L-arginina aptamer A 1,8 x 104 M-1 [50]

D-arginina aptamer A 2,4 x 103 M-1 [50]

L-arginina aptamer B 103 M-1 [52]

D-arginina aptamer B 1,7 x 103 M-1 [52]

L-arginina aptamer C 3, 0 x 106M_1 [51]

D-arginina aptamer C 2,5 x 102 M-1 [51]
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ABSTRACT
In many biological systems substantial roles are played by interactions between amino acids and RNA. Among amino acids L-arginine seems 
to be particularly relevant, because the guanidinium group of arginine side chain can potentially form five hydrogen bonds with appropri
ately positioned acceptor groups of RNA. Extensive studies reveal that specific arginine recognition is achieved by many different RNAs over 
a broad range of binding affinities. Arginine is frequently found among amino acids in the nucleic acid-binding motifs in various proteins. 
For example, specific binding of the HIV-1 Tat protein to its RNA site (TAR) is mediated by a single arginine residue. Free arginine can be also 
bound by the guanosine site in the group I Tetrahym ena  ribosomal RNA intron catalytic centre, as well as by numerous RNA motifs, called 
arginine aptamers, which have been selected in vitro.
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Zastosowanie metod biologii molekularnej do poszukiwania genów biosyntezy 
antybiotyków poliketydowych i peptydowych produkowanych przez promieniowce

STR ESZC ZEN IE

Bakterie należące do rzędu promieniowców wytwarzają większość znanych obecnie anty
biotyków. Wyniki sekwencjonowania genomów tych bakterii ujawniają obecność dużej 

liczby zespołów potencjalnych genów biosyntezy metabolitów wtórnych, których ekspresji 
dotychczas nie stwierdzono. Automatyzacja i miniaturyzacja wielu procesów związanych 
z izolacją, klonowaniem i sekwencjonowaniem DNA oraz rozwój bioinformatyki ułatwiają 
poszukiwanie nowych zespołów genów w organizmach o nieznanej dotąd sekwencji geno
mu, a także w DNA izolowanym bezpośrednio z próbek środowiskowych. W pracy omówio
no techniki stosowane do identyfikacji genów syntaz poliketydowych i syntetaz peptydo
wych. Poza dostarczaniem nowych metabolitów, które mogą znaleźć zastosowanie jako leki 
bądź jako substraty do modyfikacji chemicznych, geny tych enzymów są wykorzystywane 
do tworzenia nowych związków o zaplanowanych strukturach metodami biosyntezy kom- 
binatorycznej.

W ST ĘP

Pojawianie się szczepów bakterii chorobotwórczych opornych na antybiotyki 
zaobserwowano już w pierwszych latach po wprowadzeniu penicyliny do po
wszechnego użytku [1], Jednak ostatnio zjawisko to gwałtownie narasta i coraz 
częściej lekarze okazują się bezradni w walce z chorobami, które jeszcze do nie
dawna uważano za opanowane. Coraz częściej spotyka się drobnoustroje oporne 
na niemal wszystkie dostępne antybiotyki, również całkowicie syntetyczne [2].

Jedną z przyczyn takiego stanu rzeczy jest powszechne, często nieuzasadnio
ne, stosowanie antybiotyków w praktyce medycznej, przedwczesne przerywa
nie kuracji przez pacjentów, a także fakt, że połowę produkowanych antybioty
ków wykorzystuje się jako dodatki do pasz dla zwierząt hodowlanych oraz do 
produkcji kosmetyków i środków czyszczących [3]. Szerzenie się oporności na 
leki antybakteryjne można zahamować przez przestrzeganie zasad racjonalnej 
antybiotykoterapii i ograniczenie „konsumpcji" antybiotyków, szczególnie do 
celów pozamedycznych [4], Duże nadzieje wiązane są z zastosowaniem bakte
riofagów do leczenia zakażeń bakteryjnych [5,6]. Nie zmienia to jednak faktu, że 
wciąż rośnie zapotrzebowanie na nowe, skuteczne leki antybakteryjne. Aktual
ne badania zmierzają w kierunku ulepszania antybiotyków stosowanych obec
nie poprzez modyfikację ich struktur chemicznych oraz poszukiwania w przy
rodzie zupełnie nowych związków o innym mechanizmie działania.

PR O M IEN IO W C E -  N A JB O G A T SZ E ŹRÓ D ŁO  A N T Y B IO T Y K Ó W

Pod koniec XX wieku przemysł farmaceutyczny inwestował przede wszyst
kim w metody chemii kombinatorycznej [7], kładąc nieco mniejszy nacisk na 
poszukiwanie nowych leków wśród produktów naturalnych pochodzenia ro
ślinnego i mikrobiologicznego [8], W ostatnich kilku latach odnotowano po
nowny wzrost zainteresowania tradycyjnymi źródłami substancji leczniczych: 
roślinami i mikroorganizmami. Ponad 50% znanych obecnie antybiotyków po
chodzenia naturalnego to związki produkowane przez bakterie z rodzaju Strep- 
tomyces, należące do rzędu promieniowców (Actinomycetales) [9], Są to tlenowe, 
Gram-dodatnie bakterie glebowe charakteryzujące się złożonym cyklem życio
wym. Są one zdolne do wytwarzania olbrzymiej liczby niezwykle zróżnicowa
nych metabolitów wtórnych i enzymów o znaczeniu przemysłowym. Oprócz 
antybiotyków, do metabolitów wtórnych promieniowców należą związki wy
kazujące właściwości przeciwgrzybicze, antypasożytnicze, przeciwnowotworo- 
we, immunosupresyjne, a także naturalne herbicydy i insektycydy [10]. Do tej 
pory poznano pełne sekwencje genomu 25 szczepów promieniowców, w tym 
4 gatunków Streptomyces, ale nie wszystkie z nich z są dostępne (baza danych 
GOLD: http://www.genomesonline.org) [11], Chromosomy Streptomyces, w od
różnieniu od większości bakterii, mają strukturę liniową i są największe z do-
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tychczas sekwencjonowanych chromosomów bakteryjnych 
(S. coelicolor -  8,7 Mpz, S. avermitilis -  9 Mpz) [12,13]. Geny 
niezbędne do życia komórki są zlokalizowane w centralnej 
części chromosomu, natomiast geny kodujące białka zaan
gażowane w syntezę metabolitów wtórnych oraz degrada
cję polimerów i ksenobiotyków znajdują się głównie w ra
mionach chromosomu [14]. Liczba genów tych bakterii (S. 
coelicolor -  7825 genów, S. avermitilis -  7574) znacznie prze
wyższa liczbę genów Escherichia coli K12 (4289), a nawet 
liczbę genów organizmu eukariotycznego Saccharomyces 
cerevisiae (6203). Znaczna część z nich to potencjalne geny 
regulatorowe (12,3% genów S. coelicolor) co  odzwierciedla 
złożony cykl życiowy tych organizmów i ich przystosowa
nie do zmiennych warunków panujących w glebie.

Geny biosyntezy metabolitów wtórnych występują jako 
zespoły (zgrupowania) w tym samym obszarze chromoso
mu. Oprócz genów kodujących enzymy odpowiedzialne za 
syntezę i modyfikacje podstawowego szkieletu węglowego 
zespoły genów obejmują także geny kodujące białka regula
torowe, białka odpowiedzialne za transport produktu oraz 
warunkujące oporność, jeśli produkt jest antybiotykiem. 
Chromosom S. coelicolor zawiera 23 takie zgrupowania obej
mujące 5% chromosomu [12], a chromosom S. avermitilis 
-  30 (7%) [14]. Są to głównie syntazy poliketydowe typu I i 
II, syntetazy peptydowe, syntazy chalkonowe, cyklazy ter
penowe i inne. Produkty większości z nich nie zostały do tej 
pory zidentyfikowane. Już wcześniej stwierdzano obecność 
kilku zespołów genów syntaz poliketydowych lub syntetaz 
peptydowych w jednym szczepie [15-17]. Liczne zespoły 
genów biosyntezy metabolitów wtórnych zlokalizowane 
są także na dużych, liniowych plazmidach często spoty
kanych u promieniowców [18]. Jak oszacowano za pomo
cą modelu matematycznego, do tej pory poznano jedynie 
3% metabolitów wtórnych Streptomyces, a ich ogólna liczba 
oceniana jest na ok. 100 000 [19]. Należy pamiętać, że Strep
tomyces to najdokładniej zbadana grupa promieniowców 
[20], Wiele szczepów produkujących antybiotyki należy do 
innych rodzajów promieniowców. Powszechnie stosowaną 
erytromycynę wytwarza Saccharopolyspora erythraea, a rifa- 
mycynę Amycolatopsis mediterranei. Również chromosomy 
promieniowców chorobotwórczych takich jak Mycobacte
rium tuberculosis, Corynebacterium diphteriae czy Nocardiafar- 
cinia zawierają liczne geny syntaz poliketydowych różnych 
typów oraz syntetaz peptydowych [21-23]. Do tej pory zi
dentyfikowano produkty tylko niektórych z tych zespołów 
enzymatycznych. Możemy się więc spodziewać, że poten
cjał biosyntetyczny organizmów należących do innych niż 
Streptomyces rodzajów reprezentujących różne rodziny pro
mieniowców jest równie bogaty i że wytwarzają one wiele 
cennych związków, które wciąż jeszcze czekają na odkrycie 
[17, 24],

BIO SYN TEZA  ZW IĄ Z K Ó W  
PO LIK ETYD O W YC H  I PEPTYD O W YCH

Jedną z najważniejszych klas metabolitów wtórnych 
promieniowców oraz innych bakterii, a także grzybów i ro
ślin wyższych, są poliketydy -  grupa związków niezwykle 
zróżnicowana pod względem struktury i funkcji biologicz
nej. Do poliketydów należą antybiotyki (makrolidy, tetra
cykliny, polieny) związki przeciwgrzybicze (nystatyna,

natamycyna), antypasożytnicze (awermektyna, milbemy- 
cyna), immunosupresyjne (rapamycyna, FK506) i przeciw
no wotworowe (daunomycyna, mitramycyna). Związki po
liketydowe powstają w wyniku cyklicznie powtarzających 
się reakcji kondensacji i redukcji reszt krótkich kwasów 
karboksylowych [25, 26] katalizowanych przez duże, wie- 
loenzymatyczne kompleksy -  syntazy poliketydowe (PKS 
-  ang. polyketide synthase). Syntazy poliketydowe kontrolują 
dobór substratów (tzw. jednostek wydłużających), stopień 
i stereospecyficzność redukcji w każdym cyklu biosyntezy 
oraz sposób cyklizacji wydłużanego łańcucha. Enzymy mo
dyfikujące towarzyszące syntazom przeprowadzają dalsze 
przemiany szkieletu poliketydowego (glikozylacja, hydrok- 
sylacja, metylacja), co również zwiększa różnorodność pro
duktów [27].

Klasyczny podział bakteryjnych syntaz poliketydowych 
wyróżnia syntazy typu I (PKS I) przeprowadzające biosyn
tezę makrolidów (np. erytromycyny) i innych poliketydów 
niearomatycznych oraz syntazy typu II (PKS II) wytwarza
jące poliketydy aromatyczne (np. aktynorodynę, tetraceno- 
mycynę). Syntazy typu I (modułowe -  ang. modular) skła
dają się z jednego lub kilku wysokocząsteczkowych (300- 
-1000 kDa), wielofunkcyjnych białek obejmujących domeny 
enzymatyczne zgrupowane w moduły, z których każdy 
katalizuje jeden cykl kondensacji i redukcji. Syntazy typu 
II (iteracyjne -  ang. iterative) to kompleksy kilku odrębnych 
enzymów wykorzystywanych wielokrotnie do przeprowa
dzenia wszystkich wymaganych cykli biosyntezy. Badania 
ostatnich lat ukazują jednak większą różnorodność w za
kresie budowy i sposobu działania syntaz poliketydowych. 
Obszerne omówienie tych zagadnień znajdzie czytelnik 
w artykułach przeglądowych [26, 28].

Budowa chemiczna poliketydów jest „zaprogramowana" 
w strukturze syntaz poliketydowych. W ostatnim dziesię
cioleciu uczyniono ogromny postęp w zrozumieniu reguł 
tego programu [29], a rozwój metod biologii molekularnej 
pozwolił na kontrolowane modyfikacje syntaz polikety
dowych i wprowadzanie zaplanowanych zmian do struk
tury produktu [30-32]. Przez sukcesywną inaktywację lub 
dodawanie poszczególnych domen, wymianę na domeny 
o innej specyficzności, łączenie domen i całych modułów 
pochodzących z różnych syntaz czy wreszcie dobór róż
nych enzymów modyfikujących tworzone są tzw. biblioteki 
kombinatoryczne związków nie występujących w naturze, 
które są następnie testowane pod względem aktywności 
biologicznej [33, 34].

Drugą liczną i zróżnicowaną grupą metabolitów wtór
nych mikroorganizmów są związki peptydowe syntetyzo
wane bez udziału rybosomów przez syntetazy peptydowe 
(NRPS -  ang. non-ńbosomal peptide synthetase). Należą do 
nich antybiotyki (penicylina, wankomycyna, bacytracyna), 
związki o aktywności przeciwwirusowej (lantiopeptyna, 
siamicyna), przeciwnowotworowej (aktynomycyna D), 
immunosupresyjnej (cyklosporyna A), a także herbicydy 
(bialafos), siderofory czyli nośniki jonu żelaza(III) (entero- 
baktyna) i biosurfaktanty (surf akty na). Ogromne bogac
two struktur chemicznych wynika m.in. z wbudowywania 
nietypowych aminokwasów nie występujących w białkach 
(o konfiguracji D i N-metylowanych) oraz hydroksykwa-
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sów. Powstające liniowe, cykliczne lub rozgałęzione łańcu
chy są następnie acylowane, glikozylowane lub wchodzą 
w skład pierścieni heterocyklicznych [35], Syntetazy pepty- 
dowe, podobnie jak syntazy poliketydowe typu I, to białka
0 wysokiej masie cząsteczkowej (480 -  1600 kDa) zbudowa
ne z modułów zawierających domeny katalityczne odpo
wiedzialne za rozpoznanie i przyłączenie (oraz ewentualną 
modyfikację) kolejnych reszt aminokwasowych [36]. Uło
żenie modułów w białku syntetazy decyduje o strukturze 
produktu. Inżynieria genetyczna pozwala na wymianę do
men i modułów i tworzenie sztucznych układów zdolnych 
do biosyntezy produktów o zaplanowanej strukturze [37, 
38]. Znane są także związki naturalne zawierające zarów
no część poliketydową jak i peptydową. Ich biosynteza jest 
katalizowana przez odrębne kompleksy syntazy polikety- 
dowej i syntetazy peptydowej bądź też przez syntazy hy
brydowe, w których zachodzą bezpośrednie odziaływania 
między białkami PKS i NRPS [39], Również takie układy są 
przedmiotem zainteresowania inżynierii genetycznej [40].

Biosynteza kombinatoryczna pozwala na otrzymywanie 
bardzo złożonych związków o wielu centrach chiralności, 
których synteza chemiczna byłaby niezwykle trudna [41-43]. 
Osiągnięcia biosyntezy kombinatorycznej spowodowały 
gwałtowny wzrost zainteresowania nie znanymi wcześniej 
genami syntaz poliketydowych i syntetaz peptydowych, 
które mogłyby zwiększyć zasób fragmentów o różnych 
właściwościach do konstrukcji sztucznych układów synte
tyzujących nowe związki o zaplanowanych strukturach.

ST R A T EG IE PO SZ U K IW A N IA  N O W YCH  
G EN Ó W  BIO SYN TEZY A N T Y B IO T Y K Ó W  
1 IN N YC H  M ET A B O LIT Ó W  W TÓ R N YC H

Istnieje kilka możliwych podejść do poszukiwania no
wych związków o działaniu przeciwbakteryjnym. Pierwsze 
z nich, to projektowanie inhibitorów konkretnych enzymów 
lub receptorów bakteryjnych [44], Drugie, to wysokowydaj- 
ne badania przesiewowe (HTS -  ang. high throughput scre- 
ening) czyli testowanie pod względem aktywności biologicz
nej dużych kolekcji (tzw. bibliotek) związków [45,46], Mogą 
to być produkty syntezy chemicznej bądź biosyntezy kom
binatorycznej, lub ekstrakty z hodowli mikroorganizmów. 
Trzeci kierunek badań, który stanowi zasadniczy przedmiot 
niniejszego artykułu, to poszukiwanie nowych zespołów 
genów biosyntezy antybiotyków i innych związków ak
tywnych biologicznie. W dalszej części artykułu terminem 
„antybiotyki" objęto również inne metabolity wtórne. Nie 
można wyznaczyć ścisłej granicy pomiędzy powyższymi 
podejściami badawczymi. Na przykład wysokowydajne 
badania przesiewowe mogą służyć zarówno do testowa
nia świadomie zaprojektowanych związków o zdefiniowa
nej strukturze jak i do wykrywania substancji aktywnych 
w ekstraktach z hodowli wyizolowanych szczepów czy też 
do identyfikacji klonów z biblioteki DNA zawierających 
sekwencję genów biosyntezy antybiotyków. Automatycz
ne urządzenia pomiarowe i pipetujące oraz zastosowanie 
mikropłytek zawierających kilka tysięcy mikrostudzienek 
mieszczących po kilka mikrolitrów reagentów pozwalają na 
przebadanie ponad 100 tysięcy próbek dziennie [47]. Jed
nak o powodzeniu badań przesiewowych decyduje jakość 
biblioteki i opracowanie odpowiednich testów aktywności

[24, 48]. Poniżej zostały omówione przede wszystkim me
tody wykorzystywane do poszukiwania genów syntaz po
liketydowych, które mają zastosowanie również do genów 
syntetaz peptydowych i innych enzymów. Przedstawione 
sposoby postępowania dotyczą organizmów o nieznanej 
dotąd sekwencji genomu. Niemal wszystkie opisane tu stra
tegie wymagają skonstruowania tzw. biblioteki genomo- 
wego DNA badanego mikroorganizmu w kosmidach [49] 
lub wektorach typu BAC (ang.: bacterial artificial chromosome 
-  sztuczny chromosom bakteryjny) [50] (Rys. 1). Wektory 
te umożliwiają klonowanie długich fragmentów DNA (do 
300 kpz). Liczba klonów w bibliotece powinna być tak duża 
żeby praktycznie cały genom był reprezentowany. Przy 
założeniu równomiernego rozkładu, ok. 1000 klonów ko- 
smidowych (średnia długość wstawki ok. 40 kpz) zapewnia 
reprezentację całego chromosomu Streptomyces o długości 
8 Mpz z prawdopodobieństwem 99,9 % [51]. Następny krok 
to identyfikacja klonów zawierających interesujące geny 
i subklonowanie krótszych fragmentów (ok. 1 kpz) nadają
cych się do sekwencj onowania. Występowanie genów bio
syntezy metabolitów wtórnych w postaci zgrupowań bar
dzo ułatwia zadanie; wystarczy identyfikacja jednego genu, 
a analiza sąsiadujących z nim odcinków DNA pozwala zna
leźć pozostałe geny. Klony z biblioteki można badać pod 
kątem oporności na badany antybiotyk, wytwarzania sub
stancji hamujących wzrost bakterii testowych czy też wy
kazujących aktywność w innych testach (np. wiązanie re
ceptorów). Najczęściej jednak do przeszukiwania bibliotek

poznana sekwencja nowego zespołu genów

R ysunek 1. Schem at konstrukcji biblioteki genom owego DNA i identyfikacji klo
nów zaw ierających geny biosyntezy antybiotyków. BAC -  ang. bacterial artificial 
chromosome.
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genomowego DNA stosuje się technikę PCR i hybrydyzację 
typu „Southern", które pozwalają na wykrycie obecności 
poszukiwanych genów niezależnie od tego czy w danych 
warunkach ulegają one ekspresji.

„ODWROTNA GENETYKA"

„Odwrotną genetyką" (ang. reverse genetics) nazwano 
strategie, w których dane na temat struktury chemicznej 
związku (a także wyniki badań procesu biosyntezy przy 
użyciu znakowanych radioaktywnie prekur
sorów) umożliwiają wydedukowanie prawdo
podobnego przebiegu biosyntezy i pozwalają 
na zaproponowanie wymaganego zestawu 
enzymów [9] (Rys. 2). Wiadomo, że geny bia
łek o podobnej funkcji bardzo często wykazują 
znaczne podobieństwo sekwencji nukleotydo- 
wej. W związku z tym, porównanie dostępnych 
w bazach danych sekwencji genów analogicz
nych enzymów z podobnych układów pozwala 
na zidentyfikowanie konserwatywnych moty
wów, które mogą posłużyć do zaprojektowania 
starterów do reakcji PCR. Powielony fragment 
wybranego genu po wyznakowaniu służy jako 
sonda do hybrydyzacji z biblioteką genomowe
go DNA szczepu produkującego badany zwią
zek. Klony kosmidowe hybrydyzujące z sondą 
poddaje się subklonowaniu i sekwencjonowa- 
niu. Aby potwierdzić, że zidentyfikowany ze
spół genów rzeczywiście odpowiada za biosyn
tezę badanego związku można poddać klony 
kosmidowe ekspresji albo skonstruować mutan
ty ze zinaktywowanymi genami. Stosując takie 
podejście eksperymentalne Weber i wsp. [9] zi
dentyfikowali geny biosyntezy 10 antybiotyków 
poliketydowych o ciekawych właściwościach 
biologicznych lub nietypowych strukturach che
micznych produkowanych przez różne szczepy 
Streptomyces. Wyniki hybrydyzacji biblioteki ge-

nomowego DNA z sondami repre
zentującymi syntazy poliketydowe 
wykazywały obecność od dwóch 
do dziesięciu różnych zespołów ge
nów PKS I i od jednego do trzech 
zespołów genów PKS II w genomie 
jednego szczepu. Aby jednoznacz
nie zidentyfikować zespół genów 
biosyntezy konkretnego antybio
tyku niezbędna była dodatkowa 
hybrydyzacja z sondami wykrywa
jącymi geny enzymów modyfikują
cych szkielet poliketydowy, a także 
analiza funkcjonalna znalezionych 
genów. Jak widać na powyższym 
przykładzie, zastosowanie techniki 
hybrydyzacji pozwala na znalezie
nie nie tylko genów biosyntezy zna
nych związków, ale również innych 
zespołów genów, których produkty 
nie są znane. Za kolejny przykład 
może posłużyć praca Sosio i współ.
[17], którzy przeprowadzili hybry

dyzację bibliotek kosmidowych Planobispora rosea i Actino- 
planes teichomyceticus oraz genomowego DNA kilku innych 
szczepów należących do różnych rodzajów promieniowców 
z sondami obejmującymi konserwatywne fragmenty genów 
syntetaz peptydowych. Wykazali oni obecność wielu zespo
łów genów NRPS w genomach większości szczepów, nawet 
takich, u których nie stwierdzono wcześniej wytwarzania 
oligopeptydów. Przykłady blisko 40 zespołów genów bio
syntezy antybiotyków promieniowców zidentyfikowanych
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Rysunek  2. Strategia „odwrotnej genetyki".
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przy użyciu sond uzyskanych na drodze reakcji PCR można 
znaleźć w artykule Weber i współ. [9].

„SKANOWANIE" GENOMU

W celu poszukiwania zupełnie nowych zespołów genów 
metabolitów wtórnych, nawet tych, które nie ulegają eks
presji, opracowano bardzo wydajną metodę tzw. „skano
wania" genomu [52], Wymaga ona skonstruowania dwóch 
bibliotek genomowego DNA (Rys. 3). Jedna z nich (GSL 
-  ang. genome sampling library) zawiera fragmenty długości
1-3 kpz w wektorze plazmidowym, a druga (CIL -  ang. clu
ster identification library) -  fragmenty długości 30-50 kpz (lub 
dłuższe) w wektorze kosmidowym lub BAC. Klony z biblio
teki krótszych fragmentów (GSL) są częściowo sekwencjo- 
nowane, a uzyskane krótkie odcinki sekwencji (GST -  ang. 
genome sequence tags) są następnie porównywane z sekwen
cjami zgromadzonymi w bazach danych w celu zidentyfi
kowania tych, które wchodzą w skład genów zaangażowa
nych w biosyntezę produktów naturalnych. Na podstawie 
wybranych w ten sposób fragmentów sekwencji projekto
wane są sondy do hybrydyzacji z biblioteką dłuższych frag
mentów (CIL). Klony kosmidowe, dla których uzyskano 
pozytywny wynik hybrydyzacji poddaje się szczegółowej 
analizie, a uzyskaną sekwencję obszaru obejmującego nowy 
zespół genów dołącza się do bazy danych. Duża wydajność 
metody „skanowania" genomu wynika stąd, że analiza sto
sunkowo niewielkiej liczby sekwencji zapewnia „przegląd" 
całego genomu. Zespoły genów biosyntezy antybiotyków 
obejmują 20 -  200 kpz. W przypadku chromosomu o dłu
gości 8,5 Mpz można się więc spodziewać, że spośród 1000 
sekwencji GST co najmniej 2 będą reprezentować każdy ze
spół genów [52], Metoda ta została zastosowana do analizy 
genów biosyntezy antybiotyków enediinowych (ang. enediy- 
ne) [52], Są to bardzo toksyczne związki o silnym działaniu 
przeciwnowotworowym, np. kalicheamycyna, neokarcyno- 
statyna. Szczegółowo poznano struktury 10 spośród ponad 
20 związków należących do tej grupy [53], Posiadają one 
bardzo reaktywne ugrupowania chromatoforowe z 9 lub 10 
członowym pierścieniem zawierającym układ sprzężonych 
wiązań podwójnych i potrójnych (Rys. 4). Ugrupowanie to 
bywa nazywane „głowicą bojową". Stosując metodę „ska
nowania" genomu zidentyfikowano geny biosyntezy pięciu 
znanych antybiotyków enediinowych [52], Stwierdzono, 
że biosyntezę „głowicy" katalizuje nowy typ syntazy poli- 
ketydowej -  iteracyjna syntaza typu I (tzn. wielofunkcyjne 
białko wykorzystywane wielokrotnie w procesie biosynte
zy jednej cząsteczki poliketydu) [52, 53], Do niedawna uwa
żano, że tego typu syntazy są charakterystyczne dla grzy
bów (np. syntaza kwasu 6-metylosalicylowego Penicillum 
patulum  [54]) i nie występują u bakterii. Badania ostatnich 
lat pokazują jednak, że iteracyjne PKS I są rozpowszechnio
ne również u bakterii [28]. Metodą „skanowania" genomu 
przebadano także 70 szczepów, u których nie stwierdzono 
wcześniej produkcji antybiotyków enediinowych. U 16 % 
z nich wykryto geny biosyntezy związków z tej grupy. Geny 
biosyntezy „głowicy" enediinowej szczepów należących do 
6 rodzajów promieniowców (Actinomadura, Amycolatopsis, 
Kitasatosporia, Micromonospora, Saccharothrix, Streptomyces) 
posiadały bardzo podobny układ i sekwencję nukleotydo- 
wą. Co więcej, stosując urozmaicone podłoża hodowlane 
udało się wywołać biosyntezę tych związków [52]. Te dane

pozwalają mieć nadzieję, że odkrycie nowych struktur z tej 
grupy jest kwestią niedalekiej przyszłości, a zastosowanie 
biosyntezy kombinatorycznej pozwoli opracować związki
0 lepszych właściwościach terapeutycznych.

GENY MIKROORGANIZMÓW TRUDNYCH DO HODOWLI

Wraz z opracowaniem metod pozwalających na identyfi
kację drobnoustrojów bez konieczności ich izolacji i namna- 
żania stało się jasne, że ogromnej większości gatunków wy
stępujących w przyrodzie nie udaje się wyhodować w stan
dardowych warunkach laboratoryjnych [55, 56]. Szacuje się, 
że do tej pory odkryto zaledwie 1% istniejących gatunków. 
Olbrzymia ilość informacji zawarta w genach nieznanych 
mikroorganizmów rozpala wyobraźnię naukowców i budzi 
uzasadnione nadzieje na odkrycie nowych antybiotyków. 
Podejmowane są projekty klonowania i sekwencjonowa- 
nia DNA izolowanego bezpośrednio z próbek środowisko
wych (tzw. eDNA -  ang. environmental DNA) [57], Najwięk
szym przedsięwzięciem tego typu była analiza całkowitego 
DNA mikroorganizmów żyjących w Morzu Sargassowym 
[58]. Poza ukazaniem zróżnicowania biocenozy, badania 
takie dają dostęp do wielu nowych genów o potencjalnym 
znaczeniu praktycznym dla człowieka. W bibliotece eDNA 
z gleby (tzw. bibliotece metagenomowej) zidentyfikowano 
klony zawierające geny syntaz poliketydowych typu I [59], 
a w bibliotece DNA bakteryjnych symbiontów chrząszczy
1 gąbek wykryto klony zawierające geny nietypowych syn
taz modułowych, w których domena acylotransferazy jest 
zastąpiona odrębnym białkiem działającym iteracyjnie [60]. 
Metody identyfikacji mikroorganizmów oparte są na anali
zie sekwencji konserwatywnych i zmiennych regionów ge-

Rysunek  3. Schem at poszukiw ania genów biosyntezy antybiotyków m etodą
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nów kodujących rybosomowy RNA (rRNA) bakterii i wy
korzystują technikę amplifikacji i hybrydyzacji DNA [56, 
61, 62], Wstępne informacje na temat składu populacji bak
teryjnej w próbkach środowiskowych (gleba, osady denne, 
woda, materiał roślinny i zwierzęcy i in.) mają duże zna
czenie przy tworzeniu kolekcji szczepów mogących produ
kować nowe związki biologicznie aktywne. Pozwalają one 
dobrać odpowiednią metodę izolacji i hodowli poszukiwa
nych grup mikroorganizmów [24, 63, 64], Wychodząc z za
łożenia, że badanie rzadkich, słabo poznanych mikroorga
nizmów zwiększa szanse znalezienia producentów nowych 
związków biologicznie aktywnych np. w Biosearch Italia 
w ciągu 4 lat wyizolowano ponad 9 tys. szczepów promie
niowców z których tylko 1% należy do rodzaju Streptomyces 
[24]. Cała, stale rozbudowywana, kolekcja obejmuje ponad 
50 tys. szczepów promieniowców i grzybów nitkowatych. 
Otrzymane z nich płyny pohodowlane, wysuszone i zamro
żone w mikropłytkach, stanowią materiał do wysokowydaj- 
nych badań przesiewowch.

Ogromnym ułatwieniem badań nad genami słabo po
znanych, trudnych do hodowli organizmów jest możliwość 
przenoszenia całych zespołów genów do komórek innego 
gospodarza (tzw. ekspresja heterologiczna). Ekspresji hete- 
rologicznej poddaje się także fragmenty DNA izolowane
go bezpośrednio z gleby i innych próbek środowiskowych
[65]. Najczęściej zastępczymi gospodarzami bywają dobrze 
poznane i specjalnie modyfikowane genetycznie szczepy 
Escherichia coli i Streptomyces Iwidans, a ostatnio także Pseu- 
domonas putida [66]. Zwiększenie spektrum testowanych go
spodarzy zwiększa szanse uzyskania ekspresji genów i zna
lezienia interesujących metabolitów. Aby umożliwić tego 
typu manipulacje genetyczne opracowano specjalne wekto
ry -  pochodne BAC. Niezwykle ważną ich cechą jest zdol
ność przenoszenia dużych fragmentów DNA (ponad 100 
kpz) mogących pomieścić cały zespół genów. Są to wektory 
określane wspólną nazwą ESAC (ang. E. coli- Streptomyces 
artificial chromosome) ulegające replikacji w komórkach E. 
coli i integrujące się z chromosomem Streptomyces w miej
scu attB dzięki zastosowaniu systemu attP-int faga OC31, 
np. plazmidy pPAC-Sl i pPAC-S2 [67], Inna seria wektorów 
(pMBD7, -9, -12) skonstruowanych przez Martinez i wsp.
[66] posiada, oprócz elementów wymaganych do integracji 
z chromosomem Streptomyces, sekwencję oriT  umożliwiają
cą przekazywanie ich z dużą wydajnością przez koniugację 
z E. coli do Streptomyces i Pseudomonas. Plazmidy te ulegają 
także integracji z chromosomem Pseudomonas putida MBD1 
-  specjalnie skonstruowanego szczepu wyposażonego w se
kwencję attB ze Streptomyces [66], Wektory ESAC nadają się 
do tworzenia bibliotek genomowego DNA, eDNA oraz do 
rekonstrukcji pełnych zespołów genów z kilku klonów ko- 
smidowych zawierających mniejsze fragmenty [24, 68].

U W A G I K O Ń CO W E

Ogromny postęp technologiczny w dziedzinie sekwen- 
cjonowania DNA przyniósł lawinowy wzrost ilości infor
macji genetycznych zdeponowanych w komputerowych 
bazach danych (ogólnodostępnych i będących własnością 
firm farmaceutycznych i biotechnologicznych). Poznanie 
sekwencji genomów organizmów produkujących antybio
tyki nie tylko dostarcza danych na temat nowych genów

biosyntezy metabolitów wtórnych, ale daje wgląd w mecha
nizmy regulacji metabolizmu, pozwala usprawniać szczepy 
przemysłowe i konstruować zmodyfikowane szczepy zdol
ne do wydajnej ekspresji całych zespołów genów pochodzą
cych z innych organizmów. Wykorzystanie coraz bogatszej 
puli informacji genetycznych pochodzących z laboratoriów 
na całym świecie nie byłoby możliwe bez rozwoju bioin- 
formatyki i stworzenia wyrafinowanego oprogramowania 
pozwalającego na sprawne gromadzenie i przetwarzanie 
danych o genach i białkach oraz szybkie wyszukiwanie 
i porównywanie ogromnej liczby sekwencji. Dostęp do du
żej liczby sekwencji zwiększa skuteczność strategii poszu
kiwania nowych genów biosyntezy antybiotyków takich 
jak „odwrotna genetyka" czy „skanowanie" genomu, ze 
względu na możliwość lepszego zaprojektowania starterów 
do reakcji PCR i sond do hybrydyzacji. Równolegle z kom
puteryzacją postępuje miniaturyzacja i automatyzacja wielu 
czynności laboratoryjnych (przesiewanie bakterii, izolacja 
DNA, hybrydyzacja, sekwencjonowanie). Zastosowanie ro
botów umożliwia szybkie testowanie tysięcy próbek i spra
wia, że znalezienie „na chybił-trafił" nowych metabolitów 
lub genów warunkujących ich biosyntezę jest na tyle realne, 
że coraz więcej firm inwestuje w tego typu badania. Wciąż 
opracowywane są nowe wektory i ulepszone szczepy 
umożliwiające obróbkę bardzo dużych fragmentów DNA. 
Dzięki nim zyskujemy coraz lepszy dostęp do informacji ge
netycznej organizmów trudnych lub niemożliwych do ho
dowli. Poznawanie kolejnych syntaz poliketydowych i syn
tetaz peptydowych oraz ich produktów ukazuje niezwykłą 
różnorodność metabolitów wtórnych mikroorganizmów, 
dostarcza nowych substancji leczniczych i wzbogaca zasób 
narzędzi do tworzenia związków o zaplanowanej struktu
rze metodami biosyntezy kombinatorycznej.
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ABSTRACT
Actinomycetes are currently the main source of antibiotics. Genome sequencing reveals the presence in these organisms of multiple gene 
clusters for the synthesis of yet unidentified secondary metabolites. Technological advances in DNA isolation, cloning and sequencing, as 
well as development of bioinformatics, facilitate large scale search for new gene clusters in organisms with unknown genome sequence and 
in environmental DNA. Methods used for detection of polyketide synthase (PKS) and non-ribosomal peptide synthetase (NRPS) genes are 
described in this article. New PKS and NRPS genes give access to new biologically active natural products which can become drugs or sub
strates for chemical modifications. Even more inspiring is their use in combinatorial biosynthesis to produce a variety of compounds with 
rationally designed structures.

UNIWERSYTET WARSZAWSKI

Poszukuję kandydata na pozycję „post-doca" od stycznia 2006 r. Pozycja jest finan
sowana przez EC (STREP 6FP). Projekt realizowany we współpracy z pięcioma la
boratoriami europejskimi dotyczy zastosowania metod biologii systemowej do mo
delowania przepływu zmian RNA w jądrze komórkowym drożdży Saccharomyces 
cerevisiae, od transkrypcji do degradacji (tytuł: R1BOSYS: System Biology for RNA 
metabolism in yeast). Kandydat powinien być niezależny i kreatywny, posiadać dok
torat z biologii molekularnej, biochemii lub pokrewnej dziedziny, oraz mieć doświad
czenie w technikach RNA; znajomość technik typu Northern, pulse-chase, nuclear 
run-on, ChIP mile widziana.
Kontakt: Dr Joanna Kufel, Zakład Genetyki UW, Pawińskiego 5a, Warszawa 
e-mail: kufel@ibb.waw.pl; tel: 048-22-592 2245.
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Wskazówki dla Autorów

WSKAZÓWKI DLA AUTORÓW

Prace przeznaczone do publikacji w „Postępach Bio
chemii" mogą mieć charakter artykułów monograficznych, 
krótkich not o najnowszych osiągnięciach i poglądach oraz 
listów do Redakcji. Redakcja nie ogranicza objętości manu
skryptów, jakkolwiek w każdym przypadku zalecana jest 
zwięzłość stylu, bez utraty jasności przekazu.

Autorzy odpowiadają za prawidłowość i ścisłość poda
wanych informacji oraz poprawność cytowanego piśmien
nictwa. Ujęcie prac winno być syntetyczne, a przedstawione 
zagadnienia zilustrowane za pomocą tabel i rycin (wykresy, 
schematy, reakcje, wzory chemiczne, fotografie), w uza
sadnionych przypadkach kolorowych. W przypadku, gdy 
Autorzy zamierzają włączyć do swego artykułu ilustracje 
publikowane przez autorów cytowanych prac oryginal
nych, do czego Redakcja zachęca, należy uzyskać i przeka
zać nam zgodę na przedruk, zarówno od autorów, jak i z 
wydawnictwa. Niemniej konstruowanie oryginalnych rycin 
i zbiorczych tabel na podstawie danych z piśmiennictwa 
jest również mile widziane. Przekazanie artykułu do redak
cji jest równoznaczne z oświadczeniem, że nadesłana praca 
nie była publikowana ani nie została zgłoszona do publi
kacji w innym czasopiśmie, natomiast jeżeli zostanie ogło
szona w „Postępach Biochemii", jej publikacja w całości lub 
we fragmentach w innym czasopiśmie wymagać będzie 
uprzedniej zgody Redakcji.

Redaktor Naczelny lub Redaktor Prowadzący pracę po
dejmuje decyzję o przyjęciu lub odrzuceniu manuskryptu 
na podstawie własnej opinii i opinii dwóch niezależnych 
recenzentów, w ciągu 6 tygodni od momentu otrzymania 
artykułu. W przypadku, kiedy praca wymaga poprawek 
odautorskich, Autorzy otrzymują drogą elektroniczną opi
nie recenzentów i proszeni są o przygotowanie poprawio
nej wersji manuskryptu i odesłanie go do Redakcji w ciągu 
8 tygodni. Ostateczną decyzję o przyjęciu pracy podejmuje 
Redaktor Naczelny w ciągu 2 tygodni od otrzymania po
prawionej wersji manuskryptu.

Autorzy są zobowiązani do wykonania korekty autor
skiej i poinformowania Redakcji o koniecznych zmianach, 
pocztą elektroniczną lub faksem, w ciągu 3 dni od chwili 
otrzymania.

Każdy z Autorów otrzymuje jeden egzemplarz numeru 
„Postępów Biochemii", w którym ukazał się jego artykuł.

WSKAZÓWKI SZCZEGÓŁOWE:

Przed przystąpieniem do napisania artykułu Autorzy są 
proszeni o zapoznanie się z najnowszym numerem „Postę
pów Biochemii", aby przygotować pracę pod względem 
edytorskim, językowym oraz jakości materiału ilustracyj
nego, które będą odpowiadały aktualnym wymogom Re

dakcji. Artykuły powinny być pisane językiem naukowym, 
lecz zrozumiałym dla niespecjalistów. Poprawność logiczna 
i stylistyczna tekstu warunkuje jego jednoznaczność i czy
telność. Autorzy winni unikać składni obcojęzycznej, gwa
ry laboratoryjnej, a także ograniczać stosowanie skrótów 
nawet, jeśli bywają używane w pracach specjalistycznych. 
Każda z prac nadesłanych do Redakcji podlega ocenie spe
cjalistów i opracowaniu redakcyjnemu. Redakcja zastrzega 
sobie prawo dokonania skrócenia tekstu i wprowadzenia 
koniecznych zmian, również w materiale ilustracyjnym.

PRZYGOTOWANIE MANUSKRYPTU:

Prosimy o nadsyłanie prac pocztą elektroniczną. W wy
jątkowych przypadkach dopuszcza się przysyłanie prac na 
dyskietce lub płycie CD. Tekst winien być zapisany jako 

*.doc w formacie IBM PC, a pliki zawierające ryciny jako: *.tif, 
*.cdr, *.psd lub *.eps. Tekst powinien być napisany z zacho
waniem podwójnego odstępu między wierszami, z użyciem 
czcionki Times New Roman 12 lub Arial 12. Symbole i zna
ki specjalne prosimy wstawiać komendą „insert". W tekście 
prosimy wskazać miejsce umieszczenia figur i tabel.

ORGANIZACJA MANUSKRYPTU:

Wskazany jest podział artykułu na nienumerowane roz
działy i podrozdziały.

Strona 1 (tytułowa) zawiera tytuł artykułu, imiona i na
zwiska Autorów (ze wskazaniem autora korespondujące
go), tytuł naukowy każdego z Autorów i ich miejsce pracy 
z adresem pocztowym, numerem telefonu i adresem poczty 
elektronicznej, słowa kluczowe (do 6), wykaz stosowanych 
skrótów (do 10) w porządku alfabetycznym (ograniczony 
do niezbędnego minimum) oraz skrócony tytuł pracy (do 
25 znaków).

Kolejno numerowane strony obejmują streszczenie (do 
150 wyrazów), tekst pracy i piśmiennictwo. Na kolejnych 
stronach winny być umieszczone tabele oraz tytuły i obja
śnienia rycin. Ostatnia strona winna zawierać następujące 
informacje w języku angielskim: tytuł artykułu, imiona i na
zwiska Autorów oraz miejsca pracy, słowa kluczowe (do 6) 
i krótkie streszczenie artykułu (do 150 wyrazów).

Piśmiennictwo: Należy unikać nadmiernej liczby cy- 
towań oryginalnych prac, odsyłając czytelników w miarę 
możliwości do artykułów przeglądowych. Redakcja zaleca 
zacytowanie co najwyżej 70 publikacji, w większości pocho
dzących z ostatnich 10 lat. Wykaz piśmiennictwa obejmuje 
prace w kolejności ich cytowania. W tekście, zaznacza się 
je liczbami porządkowymi ujętymi w nawiasy kwadrato
we, np. [3,7,9-26], Sposób cytowania prac oryginalnych (1) 
i przeglądowych (2), książek (3), rozdziałów z książek jed
notomowych (4), rozdziałów z tomów serii opracowanych
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przez różnych redaktorów (5) wskazują poniżej podane 
przykłady:
1. Jiang QX, Wang DN, MacKinnon R (2004) Electron microscopic 

analysis of KvAP voltage-dependent K+ channels in an open confor
mation. Nature 430: 806-810

2. Toyoshima C, Inesi G (2004) Structural basis of ion pumping by 
Ca2+-ATPase of the sarcoplasmic reticulum. Annu Rev Biochem 73: 
269-292

3. Dołowy K, Szewczyk A, Pikuła S (2003) Błony biologiczne, Wydaw
nictwo Naukowe Śląsk, Katowice, Warszawa

4. Michalak M, Nakamura K, Papp S, Opas M (2000) Calreticulin and 
dynamics of the endoplasmic reticulum lumenal environment, W: 
Pochet R (red) Calcium: the molecular basis of calcium action in bi
ology and medicine. Kluwer Academic Publishers, Dordrecht, Bo
ston, London, str. 191-205

5. Darżynkiewicz E, Jankowska-Anyszka M (2000) Struktura i funkcja 
końca 5' (KAPU) mRNA i U snRNA, W: Koroniak H, Barciszewski 
J (red) Na pograniczu chemii i biologii, t IV. Wydawnictwo Nauko
we Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, Poznań, str. 
143-179

Tabele winny być opatrzone jednoznacznym tytułem 
i ewentualnie także niezbędnymi objaśnieniami umieszczo
nymi pod tabelą. Wielkość tabel powinna być dostosowana 
do szerokości jednego łamu (8,5 cm) lub strony (18 cm).

Ilustracje: ryciny winny być zapisane jako: *.tif, *.cdr, 
*.psd, lub *.eps. Ryciny powinny być wykonane w skali 1:1. 
Wielkość ryciny powinna być dostosowana do szeroko

ści jednego łamu (8,5 cm) lub strony (18 cm). Na rycinach 
nie należy umieszczać opisów słownych, lecz posługiwać 
się skrótami. Opisy na rysunkach powinny być wykona
ne czcionką Arial 8. Ilustracje i tabele prosimy przesyłać 
w osobnych plikach. Bitmapy (pliki tif, psd) powinny mieć 
minimalną rozdzielczość 300 dpi dla obrazów kolorowych 
i skali szarości (zdjęcia czarno białe) oraz 600 dpi dla ilustra
cji czarno-białych (schematy, wzory strukturalne zawierają
ce tylko czerń i biel).

Prace w formie elektronicznej prosimy przesyłać na ad
res:

postepy@nencki.gov.pl

W przypadkach uzasadnionych, np. brakiem odpowied
niego oprogramowania, prosimy o przysłanie pracy na dys
kietce lub płycie CD, zabezpieczonej przed uszkodzeniem 
w czasie transportu, na adres:

Sławomir Pikuła
redaktor naczelny
kwartalnika „Postępy Biochemii"
Instytut Biologii Doświadczalnej 
im. Marcelego Nenckiego PAN 
ul. Pasteura 3
02-093 Warszawa

Komunikat Zarządu Głównego Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

SKŁADKI CZŁONKOWSKIE I PRENUMERATA „POSTĘPÓW BIOCHEMII" W 2005 ROKU

Składka członkowska Towarzystwa w 2005 roku wynosi dla członków rzeczywistych 80 zł, dla członków studentów 40 zł 
(w tym roczna prenumerata „Postępów Biochemii"); małżeństwa mogą opłacać składki w wysokości 120 zł (80 + 40). Człon
kowie, którzy opłacą składkę członkowską do 30 czerwca 2005 roku, mają zapewnioną bezpłatną prenumeratę kwartalnika 
„Postępy Biochemii". Członkowie, którzy opłacą składkę po tym terminie, będą otrzymywać kwartalnik do czasu wyczerpa
nia się zapasów magazynowych. Powyższe zmiany nie dotyczą członków honorowych Towarzystwa. Natomiast członkowie- 
-emeryci, nadal zwolnieni z opłacania składki członkowskiej, płacą jedynie 30 zł za roczną prenumeratę „Postępów Bioche
mii". Osoby, które nie są członkami Towarzystwa, mogą być prenumeratorami „Postępów Biochemii". Koszt prenumeraty 
w 2005 roku wynosi 100 zł (w tym koszty wysyłki). Biblioteki płacą za prenumeratę „Postępów Biochemii" (wraz z kosztami 
wysyłki) 140 zł.

UWAGA: ZMIANA NUMERÓW KONT POLSKIEGO TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO

Składki członkowskie Towarzystwa i należności za prenumeratę kwartalnika „Postępy Biochemii" prosimy wpłacać na 
konto:

BPH PBK S.A. ODDZIAŁ W WARSZAWIE, UL. KRUCZA 24-26,
NR KONTA 95 1060 0076 0000 4110 5000 0371.

Wpłaty za prenumeratę kwartalnika „Acta Biochimica Polonica" należy dokonywać na konto:

BPH PBK S.A. ODDZIAŁ W WARSZAWIE, UL. KRUCZA 24-26,
NR KONTA 35 1060 0076 0000 4110 5000 0384.

dr Anna Dygas
skarbnik Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
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Odpow iedź jest prosta: nowy m ikroskop konfokalny O lym pus F!uoView FV1000 
pracuje z dwom a skanerami, a nie jak inne podobne systemy, tylko z jednym. 
W prowadzenie dodatkow ego skanera stwarza zupełnie nowe m ożliwości w  analizie 
żywych komórek, rozwiązuje problem  utraty danych podczas rejestracji procesów. 
W systemach konfokalnych poprzedniej generacji do  pobudzania komórek i do 
obserwacji używany był jeden ty lko  układ skanujący. Powodowało to, że niemożliwe 
było rejestrowanie szybkiej odpow iedzi komórek podczas i bezpośrednio po 
stym ulacji. Dwa zsynchronizowane układy skanujące zastosowane w  m ikroskopie 
FV1000 umożliw iają jednoczesne prowadzenie obserwacji procesów oraz 
dokonywanie stym ulacji. U łatwia to wszechstronną, precyzyjną dokum entację 
i analizę zjaw isk na poziom ie komórkowym , bez utraty istotnych informacji.
FluoView FV1000 wprowadza nową jakość w  badaniach procesów 
przeżyciowych: rejestrację i zrozum ienie zjaw isk w  stopniu 
poprzednio nieosiągalnym. Wystarczy tylko chw ila pracy 
z naszym nowym systemem, aby to  potw ierdzić.
Z nami rozwiązanie Państwa problem ów badawczych 
będzie dwa razy prostsze.

Wiecej informacji pod adresem: 
Olympus Polska Sp. z o.o.
Tel. (22) 860 00 77, Faks (22) 831 04 53
mikröskopy@oiympus.pl
w w w .o ly m p u s .p l
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