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ARTYKUŁY

Apoptoza: decyzja należy do mitochondrium 

Apoptosis: decision rests with the mitochondrion

IWONA GRĄDZKA*
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W ykaz stosowanych skrótów: Acylo-CoA —  acylo-koenzym 
A (coenzyme A)  AIF — czynnik indukcji apoptozy (apoptosis 
inducing factor)', ANT —  translokaza nukleotydów 
adeninowych (adenine nucleotide translocator)', Apaf-1 —  
czynnik 1-szy, aktywujący proteazy w apoptozie (apoptosis 
protease activatingfactor-1); A tr—  atraktylozyd; BA —  kwas 
bongkrekowy (bongkrekic acid); CARD —  domena werbunku 
kaspazy (caspase recruitment domain); CK — kinaza 
kreatynowa (creatine kinase); CL-S —  syntaza kardiolipiny 
(cardiolipin synthase); CSA —  cyklosporyna A; DEX — 
deksametazon (dexamethasone); DFF — czynnik fragmentacji 
DNA (DNA fragmentation factor); Fas —  receptor 
powierzchniowy z rodziny tzw. receptorów śmierci; Fas-L — 
ligand receptora Fas; F0F, — podjednostki syntazy ATP; GK — 
kinaza glicerolowa {glycerol kinase); GPX4 —  peroksydaza 
glutationowa 4-ta {glutathione peroxidase 4); GR —- receptor 
glukokortykoidów {glucocorticoid receptor); GSH — glutation 
zredukowany; HK —  heksokinaza {hexokinase); IAPs —  białka 
z rodziny inhibitorów apoptozy {inhibitors o f  apoptosis
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proteins); IP3 —  trifosforan inozytolu {inositol 
1,4,5-triphosphate); mtDNA —  DNA mitochondrialne; NGF-R
—  receptor czynnika wzrostu neuronów {nerve growth fa c to r -  
receptor); PBR —  obwodowy receptor benzodiazepiny 
(peripheral benzodiazepine receptor); P| —  jon  
ortofosforanowy {orthophosphate ion); PIGs —  geny 
indukowane przez białko p53 {p53 — induced genes); RFT — 
reaktyw ne formy tlenu; TNF —  czynnik nekrozy nowotworu 
{tumor necrosis factor); UQ —  ubichinon {ubiquinone); VDAC
—  kanał anionowy zależny od napięcia, poryna mitochondrialna 
{voltage dependent anion channel); Z-V AD .fm k —  N-benzyl- 
oksykarbonylo-V al-Ala-Asp-fluorom etyloketon; 3ßHSD/I —  
dehydrogenaza/izom eraza 3ß-hydroksysterydow  {3ß-hydroxy- 
steroid dehydrogenase/isomerase); AvFm —- potencjał 
transbłonow y mitochondrium .

I. Wstęp

Po blisko 30 latach intensywnych badań nad apop- 
tozą, jesteśm y obecnie świadkami rewolucji w 
poglądach na temat istoty tego zjawiska: przestano 
uważać rolę jądra komórkowego za p ierw szopla
nową [ 1] •— zebrane fakty w skazują na mitochon-
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drium jako ośrodek decyzyjny procesu programowa
nej śmierci komórki [2 ].

Do śmierci programowanej dochodzi, gdy kom ór
ka, po zadziałaniu określonych bodźców, uruchamia 
mechanizmy prowadzące do samounicestwienia. 
Charakterystyczny obraz mikroskopowy końcowych 
etapów tej „śmierci samobójczej” —  kondensacja 
chromatyny i oddzielanie się fragmentów komórki w 
postaci ciałek otoczonych błonami —  skłonił K e r -  
r a  i wsp. w 1972 r do utworzenia terminu apoptoza 
(z greckiego cipo p tosis  = odpadanie liści lub płat
ków kwiatowych) [3]. Określenia śmierć program o
wana i apoptoza są używane wymiennie, chociaż ist
nieją przypadki, gdy komórka w procesie śmierci 
programowanej nie wykazuje morfologicznych cech 
apoptozy [4].

Widoczne w jądrze komórkowym zmiany, jako 
wyróżnik apoptozy, nadały kierunek badaniom. Ich 
przedmiotem stała się degradacja DNA, prowadząca 
do powstawania fragmentów będących wielokrotno
ścią odcinków nukleosomowych, oraz swoiste prote- 
azy (kaspazy) i nukleazy. Jednocześnie odkryto za
dziwiającą różnorodność bodźców wyzwalających 
mechanizm śmierci programowanej [5-8]. Mito- 
chondria bardzo długo pozostawały poza głównym 
nurtem badań -  może dlatego, iż we wczesnych sta
diach apoptozy nie dostrzegano w nich wyraźnych 
zmian morfologicznych [9] ani oznak trawienia 
DNA mitochondrialnego (mtDNA) [10, 11]. Ponad
to, komórki pozbawione mtDNA wskutek długo
trwałej inkubacji z bromkiem etydyny (komórki p°) 
[ 12], okazały się tak samo podatne na apoptozę jak 
komórki prawidłowe [13, 14]. Jednak w nieobecno
ści mitochondriów lub ekstraktów mitochondrial- 
nych nie można było wywołać apoptozy w izolowa
nych jądrach komórkowych [15-18], podczas gdy 
komórki pozbawione jąder (cytoplasty) były zdolne 
do uruchomienia programu śmierci o przebiegu po
dobnym jak w całych komórkach [19]. Doświadcze
nia te wskazywały, że z mitochondriów wydostają się 
czynniki apoptogenne. Jeśli ten proces nie zależał od 
genomu mitochondrialnego, to jak był on regulowany?

Pod koniec lat 70-tych H u n t e r  i wsp. [20-23] 
odkryli zjawisko gwałtownej przemiany w przepusz
czalności mitochondriów pod wpływem jonów Ca2+, 
czemu towarzyszyło rozprzężenie energetyczne. Do
niesienie to początkowo zostało przyjęte z niedowie
rzaniem, ponieważ przeczyło dogmatowi o wyjątko
wo niskiej przepuszczalności mitochondrialnej 
błony wewnętrznej. Dopiero przeprowadzone w dru
giej połowie lat 90-tych badania, głównie K r o -  
e m e r a  i wsp. [2, 18, 24-29], wykazały istnienie 
złożonych kompleksów porowych na styku zew 

nętrznej i wewnętrznej błony mitochondriów. 
Otwarcie tych porów, indukowane przez różnorodne 
bodźce zewnętrzne działające w obecności jonów 
C a2+, łączyło się ze spadkiem potencjału w poprzek 
wewnętrznej błony mitochondrium i uwolnieniem 
białek z przestrzeni międzybłonowej. Na podstawie 
licznych obserwacji uznano, iż załamanie się poten
cjału błonowego mitochondriów jest pierwszym ob
jaw em  rozpoczynającej się w komórce apoptozy [2 , 
25, 27, 30-32],

Od 1994 roku Postępy B iochem ii systematycznie 
zamieszczają artykuły przeglądowe dotyczące róż
nych aspektów apoptozy [33-37]. Obecna praca jest 
kolejną próbą uporządkowania ogromnej liczby no
wych informacji z tej dziedziny. Przedstawia ona ak
tualne poglądy na temat mechanizmów przekształca
nia różnorodnych bodźców docierających do mito
chondrium w sygnały kierujące komórkę na drogę 
śmierci.

Zaprezentowany tu schemat uruchamiania proce
su apoptozy jest zgodny z obserwacjami zdecydowa
nej większości komórek. Istnieją jednakże szlaki 
prowadzące do apoptozy z pominięciem mitochon
drium. Udział mitochondrium prawdopodobnie nie 
jes t konieczny w przypadku aktywacji receptorów 
śmierci (Fas, TNF-R) oraz receptora glukokortyko- 
idów (GR, patrz Ryc. 5), chociaż mitochondria 
znacznie wzmacniają tę odpowiedź gdy sygnał gene
rowany przez receptory śmierci jest słaby [38, 39, 
40],

II.Potencjał transbłonowy i megakanały mi- 
tochondrialne

II-I. Znaczenie potencjału transbłonowego

W warunkach fizjologicznych, w poprzek w ew 
nętrznej, wysoce nieprzepuszczalnej błony mito
chondrium, tworzy się elektrochemiczny gradient 
protonów: stężenie Hr po stronie cytoplazmatycznej 
jes t znacznie wyższe niż po stronie macierzy 
(Ryc. 1). Związany z gradientem potencjał 
transbłonowy mitochondrium (ATm) ma wartość 
ok. -— 180 mV, zaś mierzone w macierzy pH jest o 
ok. 1 jednostkę wyższe niż w cytoplazmie. AHPm po
wstaje dzięki wieloenzymatycznym kompleksom I,
III, i IV zlokalizowanym w błonie wewnętrznej. 
Działają one jako pompy wyrzucające protony do 
przestrzeni międzybłonowej, wykorzystując energię 
uwalnianą podczas przenoszenia elektronów z 
N A D H  i FADH2 na tlen cząsteczkowy.

A ^ m  ma zasadnicze znaczenie dla funkcjonowa
nia mitochondrium: wchodzi on w skład siły proto-

POSTĘPv BIOCHEMII 4Ó( 1), 2 0 0 0 3http://rcin.org.pl



nomotorycznej, Ap = A'Fm -  60 ApH (ApH = pH w 
macierzy —  pH w cytosolu).W arunkuje ona prze
kształcenie ADP w ATP dokonywane przez syntazę 
ATP (fosforylację oksydacyjną). Ponadto należy pa
miętać, że większość białek mitochondrialnych syn-

scach styku błony zewnętrznej i wewnętrznej, jednak 
dotychczas nie wiadomo czy i jak ą  rolę odgrywają 
tu, opisane dalej, megakanały mitochondrialne [24, 
41, 42]. A ^ m , ujemny wewnątrz mitochondrium, na
pędza pobieranie Ca2+ przez tę organellę. Dzięki

pH ~ 7

Ryc. 1. Powstawanie potencjału transbłonowego mitochondrium (ATm). Potencjał w poprzek wewnętrznej błony mitochondrium (ujemny od strony 
macierzy) tworzy się dzięki kompleksom enzymatycznym, które pompują protony do przestrzeni międzybłonowej, wykorzystując przy tym 
energię elektronów przenoszonych z NADH i FADH, na tlen cząsteczkowy. Kompleksy mitochondrialnego łańcucha przenośników elektro
nów: I —  reduktaza NADH-UQ, II —  reduktaza bursztynian-UQ, III —  reduktaza cytochromowa, IV —  oksydaza cytochromowa; cyt c —  cy- 
tochrom c, UQ —  ubichinon, F,F0 —  podjednostki syntazy ATP.

tetyzowana jes t w cytoplazmie. Ich import do m acie
rzy, a także niektórych z nich do błony wewnętrznej i 
przestrzeni międzybłonowej, wymaga obecności 
ładunków dodatnich na zewnątrz błony i hydrolizy 
ATP w przestrzeni międzybłonowej [41]. Przenosze
nie białek do mitochondrium odbywa się w miej-

temu, zależnie od szybkości napływu tych jonów  z 
cytoplazmy, mitochondria m ogą działać jako  bufory 
wapniowe, stacje przekaźnikowe na drodze sy
gnałów wapniowych lub przełączniki kierujące ko
mórkę na drogę apoptozy (patrz rozdział II-3) 
[43-45],
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Spadek A ^ m  poniżej krytycznej wartości —  tzw. 
potencjału bramkującego —  sprzyja otwieraniu me- 
gakanałów mitochondrialnych na styku błon (Ryc. 1) 
[44,46], Przy dostatecznie wysokim stężeniu Ca2+ w 
cytoplazmie, otwarta konformacja megakanałów 
może zostać utrwalona [47]. W skrajnych przypad
kach prowadzi to do pęcznienia organelli (wskutek 
napływu wody do macierzy), rozrywania błony zew 
nętrznej [48] i uwalniania z przestrzeni mię- 
dzybłonowej białkowych czynników apoptozy [17, 
18]. Nadmiernie wysoki A ^ m  również może pow o
dować pęcznienie mitochondriów (przy zamkniętych 
megakanałach) i rozrywanie błony zewnętrznej [49,
50],

Podczas gdy przyczyny hiperpolaryzacji w ew 
nętrznej błony mitochondrialnej nie są dotychczas 
jasne, znanych jes t szereg czynników, które działają 
w kierunku depolaryzacji błony. Z jednej strony są to 
czynniki zaburzające proces powstawania gradientu 
protonów (np. inhibitory łańcucha oddechowego 
[24]) lub go neutralizujące (np. gwałtowny wzrost 
stężenia Ca2+ w macierzy mitochondrium [24, 43]), z 
drugiej strony —  czynniki zwiększające przepusz
czalność wewnętrznej błony mitochondrium, jak  
wbudowujące się w błonę związki tworzące pory 
[24], utleniacze i wolne rodniki (działające m.in. na 
lipidy błonowe) [24, 43, 51], enzymy lityczne, takie 
jak  kaspazy (proteazy aktywne w procesie apoptozy) 
[8 ,31] czy fosfolipaza A 2 (jej produkty —  lizofosfo- 
lipidy i kwasy tłuszczowe grom adzą się w wewnętrz
nej błonie zaburzając jej strukturę) [24],

Związek przyczynow o-skutkow y między 
obniżeniem AT^m i p rzem ianą w przepuszczalności 
mitochondrium spow odow aną otwarciem m ega
kanałów jes t  bardzo skomplikowany. Czynniki 
wpływające na obniżenie A ^ m , jak  np. wzrost 
stężenia Ca2+ lub utleniacze, m ogą jednocześnie 
powodować otwarcie megakanałów mitochon
drialnych działając poprzez zmianę konformacji ich 
składników białkowych [24],

Obecnie stosowane metody pomiaru AT^m 
wykorzystują  w łaściw ość grom adzenia się w 
macierzy lipofilowych (łatwo przechodzących 
przez błonę wewnętrzną), kationow ych barwników 
fluorescencyjnych, takich jak: rodam ina 123, jodek 
3,3’-diheksylooksokarbocyjanku (DiOC6I3), jodek 
5,5’,6,6, - te t ra ch lo ro - l , r ,3 ,3 ’-tetraetylobenzoimida- 
zolokarbocyjanku (JC-1) i chlorometylorozamina-X 
(CMX-Ros) [24, 46, 52]. W sprzężonych mito- 
chondriach stężenie tych barwników osiąga poziomy 
102- 103 razy wyższe niż w cytoplazmie [46, 52].

Załamanie się AT'm w większości mitochondriów 
danej komórki może być pierwszym sygnałem w ejś
cia na drogę programowanej śmierci [25].

II-2. Budowa megakanałów mitochondrialnych

Megakanały mitochondrialne (pory przemiany 
przepuszczalności) tworzą się prawdopodobnie w 
miejscach styku zewnętrznej i wewnętrznej błony [2 , 
24, 53]. Technika elektrofizjologiczna zwana npatch 
clam p” (docisk wycinka lub łatki [54]), została 
wykorzystana do zbadania fragmentów błon 
mitoplastów (mitochondriów pozbawionych błony 
zewnętrznej poza miejscami styku z błoną 
wewnętrzną) [48, 55]. Zaobserwowano wiele
pośrednich stanów przewodnictwa odpowiada
jących różnym stopniom otwarcia megakanałów. 
Przy maksymalnym otwarciu osiągały one średnicę 
2-3 nm, co umożliwiało przenikanie cząsteczek o 
masie do 1,5 kDa [24]. Inne badania wykazały, że 
liczba miejsc styku błon mitochondrialnych może 
ulegać zmianom: rosła ona pod wpływem jonów  
Ca2+, ADP, atraktylozydu (Atr) i w wyniku 
fosforylacji białek, malała zaś po traktowaniu 
dinitrofenolem, kwasami tłuszczowymi i glicerolem 
[24].

Po serii doświadczeń z oczyszczaniem i rekon
strukcją in vitro [28, 29] zaproponowano skład i bu
dowę megakanału (Ryc. 2) [24, 31, 50, 53, 56]. Za 
jego podstawowy element przyjęto translokazę nu- 
kleotydów adeninowych (ANT), zakotwiczoną w 
błonie wewnętrznej. Tworzy ona kompleksy z 
białkami błony zewnętrznej: poryną mitochon- 
drialną (zależnym od potencjału kanałem aniono
wym, VDAC) i obwodowym receptorem benzodia- 
zepiny (PBR). Oktamer mitochondrialnej kinazy 
kreatynowej (CK) uczestniczy niekiedy w tworzeniu 
tego miejsca styku, być może jako pomost łączący 
ANT i porynę. W kompleksie znajdowano również 
inne białka, którym przypisuje się funkcje regulacyj
ne: endogenny ligand PBR —  endozepinę —  wiążącą 
acylo-koenzym A (acylo-CoA) [31], Bcl-2 —  rów 
nież w połączeniu z PBR [57-59], heksokinazę (HK) 
i kinazę glicerolową (GK) —- oddziałujące z poryną 
[31, 53], Bax —  wiążące się z ANT od strony cyto- 
plazmatycznej [60] i cyklofilinę D —  od strony m a
cierzy [24, 50], jak  również peroksydazę glutatio- 
nową 4 (GPX4), dehydrogenazę/izomerazę 3P-h- 
ydroksysteroidów (3P-HSD/I) i syntazę kardiolipi- 
ny (CL-S) -  sąsiadujące z ANT [31, 53], Na podsta
wie badań przew odnictw a sugeruje się, że główny
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kanał, przebiegający przez obie błony mitochon- 
drium, tworzony jes t  przez dim er poryny, zaś jego 
otwieranie reguluje ANT [24], Nie jes t  jednak  w y 
kluczone, że również inne składniki kompleksu są 
zdolne do tworzenia kanałów, np. Bax w spó ł
działające z ANT [60].

Opisany model budowy megakanału mitochon- 
drialnego należy uważać za hipotetyczny — jego na
tura pozostaje nadal nieznana.

II-3. Czynniki wpływające na przemianę w prze
puszczalności megakanałów mitochondrial- 
nych

Wielobiałkowe kompleksy porowe mitochon- 
driów reagują zmianą konformacji na różnorodne bo
dźce. Wypadkowe tych oddziaływań uwidaczniają

puszczalności odwrotnie —  sprawiają, że pory nie 
otwierają się nawet przy AThn znacznie niższym od 
fizjologicznego (potencjał bramkujący jes t obniż
ony) [24, 31, 42].

Silnym induktorem przemiany przepuszczalności 
mitochondriów jest stres oksydacyjny, oddziałujący 
na dwa różne (bliżej nieznane) miejsca w komplek
sach porowych: miejsce „P” —  wrażliwe na stopień 
utlenienia nukleotydów pirydynowych NAD(P)/ 
NAD(P)H, oraz miejsce „S” —  reagujące w zależno
ści od stopnia utlenienia grup tiolowych (czego 
wskaźnikiem jest mitochondrialny poziom zreduko
wanego glutationu) [53, 61, 62], Otwieranie m egaka
nałów jest ułatwione przy wzroście stężenia Ca2+ w 
macierzy (szczególnie w obecności P;) [20, 24, 31, 
42, 45], przy czym związanie Ca2+ z ANT od strony 
macierzy utrwala w pełni otwartą konformację poru

endozepina

Bcl-2

3P-HSD/I

błona zewnętrzna

przestrzeń międzybłonowa

błona wewnętrzna

cyklofilina D

Ryc. 2. Hipotetyczna budowa megakanału mitochondriaincgo (na podstawie schematów zamieszczonych w: [50, 53, 56] i danych literaturowych [24. 
31,50, 53, 56]). ANT-— translokaza nukleotydów adcninowych, CL-S —  syntaza kardiolipiny, CK —  kinaza kreatynowa, GK —  kinaza glicc- 
rolowa, GPX4 —  peroksydaza glutationowa 4-ta, HK —  heksokinaza, PBR —  obwodowy receptor benzodiazepiny, VDAC —  poryna mito- 
chondrialna, 3(3HSD/I —  dehydrogenaza/izomeraza 3p-hydroksystcrydów.

się w postaci otwarcia (niekoniecznie całkowitego) 
lub zamknięcia poru (Ryc. 3). Poniżej krytycznej 
wartości A ^ m  —  potencjału bramkującego —  
znacznie wzrasta prawdopodobieństwo otwarcia 
poru. Induktory przemiany przepuszczalności tak 
zmieniają właściwości porów, że w ym agają one 
znacznie większej różnicy potencjałów na błonie aby 
pozostać zamknięte (potencjał bramkujący jest pod
wyższony) i mogą się otwierać już  przy fizjologicz
nych wartościach AThn. Inhibitory przemiany prze-

[10, 24], Przemianie przepuszczalności sprzyja rów 
nież Atr —  łącząc się z ANT od strony cytoplazma- 
tycznej [21, 24], oraz enzymy: HK i GK, które wiążą 
się z VDAC [24, 53] (Ryc. 3a).

Z drugiej strony, wzrost stężenia jo n ó w  w odoro
wych w macierzy mitochondriów (spadek pH poni
żej 7,3) sprzyja zamykaniu porów nawet przy niskim 
AThn. Jest to związane z protonacją reszt histydyny 
w białku macierzy —  cyklofilinie D —  w wyniku 
czego traci ona zdolność wiązania się z ANT. Podob
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nie działa cyklosporyna A (CSA) —  swoisty inhibi
tor cyklofiliny D [24, 42, 53, 63, 64], Otwieranie me- 
gakanałów jest ponadto hamowane przez przyłącze
nie Bcl-2 lub/i endozepiny do PBR [24, 53], zaś kwa
su bongkrekowego (BA), acylo-CoA i ADP (w 
mniejszym stopniu ATP) do ANT od strony macie-

A

do macierzy kationy są zobojętniane przez aniony 
nieorganiczne (głównie P, ) i organiczne (głównie 
białka), a ponadto wypompowywane przez nośniki 
antyportowe N a+/Ca2+ i H+/C a2+. W tym przypadku 
nie dochodzi do otwarcia megakanałów, zaś mito- 
chondria zachowują się jak swoiste bufory wapnio-

B

i AvFm
T pH w macierzy

t A T m
T pH w macierzy

Ryc. 3. Induktory (A) i inhibitory (B) przemiany w przepuszczalności mitochondriów. Układ białek tworzących kanał mitochondrialny— jak na 
Ryc. 2. Acylo-CoA —  acylo-kocnzym A, Atr —  atraktylozyd, BA —  kwas bongkrekowy, CSA —  cyklosporyna A.

rzy [21, 24, 42], ADP(ATP) zapobiega wiązaniu j o 
nów Ca2+ do ANT (prawdopodobnie poprzez zmianę 
konformacji tego białka). Ponadto, jony metali dwu- 
wartościowych, takie jak Mg2+, M n2t, Sr2+ lub Ba2+, 
w spółzaw odnicząz jonami Ca2+ o miejsce wiązania z 
ANT [21, 24, 45] (Ryc. 3b).

Wobec tak różnorodnych możliwości regulacji na
suwa się pytanie: kiedy w żywej komórce przemiana 
w przepuszczalności mitochondriów może doprowa
dzić do apoptozy, oraz czy istnieje swoisty czynnik 
warunkujący taką przemianę?

Ostatnio I c h a s  i M a z a t  [45] zaproponowali 
hipotezę, według której stopień otwarcia (stan prze
wodnictwa) megakanałów mitochondrialnych zależy 
od szybkości napływu jonów Ca2+ do macierzy mito- 
chondrium (Ryc. 4). Mitochondria są zdolne do szyb
kiego pobierania Ca2+, gdy jego stężenie w środowi
sku otaczającym nieznacznie tylko przekracza po
ziom utrzymywany w cytosolu, tzn. 0,5-1,0 pM. Z a
chodzi to dzięki nośnikowi uniportowemu o dużej 
pojemności, napędzanemu przez ATin —  ujemny 
wewnątrz initochondrium [42, 45, 65]. Przy niewiel
kich wzrostach stężenia Ca2+ w cytosolu, pobierane

we [42, 45] (Ryc. 4a). Z kolei mitochondria zlokali
zowane w pobliżu siateczki śródplazmatycznej lub 
błony cytoplazmatycznej wystawione są na krótko
trwałe wyrzuty jonów Ca2+ o dużym stężeniu, co in
dukowane jest np. przez trifosforan inozytolu (IP3) 
[42, 45, 66] (Ryc. 4b). Wskutek równie szybkiego 
pobierania przez uniport wapniowy, stężenie Ca2+ w 
macierzy rośnie zbyt gwałtownie, aby mogły za
działać wspomniane wyżej mechanizmy buforujące. 
Szybki spadek AThn jest wyrównywany przez 
wzmożone oddychanie mitochondrialne i, co z tym 
związane, wzmożone wypompowywanie PT do prze
strzeni międzybłonowej. Następuje wzrost pH w m a
cierzy i otwarcie megakanału. Stopień otwarcia nie 
jest w tym przypadku maksymalny i pozwala jedynie 
na przechodzenie związków o masie cząsteczkowej 
do 300 kDa, co określa się jako stan niskiego prze
wodnictwa. Wystarcza to jednak, aby do cytosolu 
uwolnił się nadmiar jonów  Ca2+, a równocześnie stę
żenia protonów po obu stronach błony wyrównały 
się do takiej wartości pH w macierzy, która sprzyja 
zamknięciu megakanału (Ryc. 4b). Naprzemienne, 
zależne od pH otwieranie się i zamykanie porów mi-

acylo-CoA

NAD(P)H

CSA
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tochondrialnych (tzw. „m igotanie” lub „mruganie” 
porów) obserwowano wielokrotnie. Nie następowało 
przy tym pęcznienie ani upośledzenie funkcji mito- 
chondriów. Według omawianej hipotezy zjawisko to

śródplazmatycznej) lub stymulacji glutaminianem 
(oddziałującym z receptorami N-metylo-D-asparagi- 
nianowymi w błonie cytoplazmatycznej, co przyczy
nia się do stałego napływu Ca2+do cytosolu): powoi-

A

Ryc. 4. Rola jonów wapnia w regulacji stopnia otwarcia megakanalów mitochondrialnych. A-— Niewielki wzrost stężenia Ca2+ w cytosolu. Mitochon
dria działają jak bufory wapniowe a mcgakanały pozostają zamknięte. B —  Lokalny, gwałtowny lecz krótkotrwały wzrost stężenia Ca2+, spo
wodowany np. wyrzutem jonów Ca2+ z siateczki śródplazmatycznej pod wpływem trifosforanu inozytolu (IP3). Dochodzi do szybkiego wzro
stu stężenia Ca2+ w macierzy mitochondrium, po czym następuje, zależne od pH, przejściowe otwarcie megakanalów i uwolnienie nadmiaru jo 
nów Ca2+. W tym przypadku mitochondria mogą pełnić rolę przekaźników sygnałów wapniowych. C —  Powolny, długotrwały napływ Ca2+ do 
cytosolu. Prowadzi on do przeładowania mitochondrium, wysycania miejsc wiążących Ca2+ w mcgakanałach i trwałego, maksymalnego ich 
otwarcia a w konsekwencji do pęcznienia organellum i rozrywania błony zewnętrznej.

jest częścią mechanizmu uwalniania Ca2+ zależnego 
od Ca2+, dzięki któremu mitochondria odgrywają 
rolę przekaźników sygnałów wapniowych. Przema
wia za tym fakt, że CS A, przeciwdziałając „migota
niu” porów mitochondrialnych, hamuje również sy
gnały wapniowe w cytosolu żywej komórki [67]. 
Inny jest natomiast wynik niezbyt dużego lecz długo
trwałego wzrostu stężenia Ca2+, np. po działaniu tap- 
sigarginy (inhibitor zależnej od Ca2+ ATPazy, powo
duje opróżnianie z wapnia magazynów siateczki

ne nagromadzanie się Ca2+ w macierzy nie pobudza 
oddychania mitochondrialnego i zmian pH, dochodzi 
więc do przeładowania organellum wapniem. W ysy
cają się miejsca wiążące jony  Ca2+ w ANT i nastę
pują zmiany konformacyjne odpowiadające m aksy
malnemu i nieodwracalnemu otwarciu megakanału 
(stan wysokiego przewodnictwa). Gradient p ro tono
wy ulega rozproszeniu i zahamowana zostaje fosfo
rylacja oksydacyjna. W macierzy, na zasadzie kolo- 
idoosmozy, gromadzi się woda, co doprowadza do

8 POSTĘPY BIOCHEMII 46(1), 2 0 0 0http://rcin.org.pl



pęcznienia mitochondrium i rozrywania błony zew
nętrznej. Z przestrzeni międzybłonowej do cytosolu 
uwalniają się czynniki apoptotyczne (Ryc. 4c). Pod
kreśla się, że związanie jonów  wapnia jest niezbędne 
do utrzymania stanu wysokiego przewodnictwa me- 
gakanałów mitochondrialnych [ 10, 24]. Pozostałe in- 
duktory przemiany przepuszczalności mogą jedynie

substratów metabolicznych, również związanie 
ligandów z tzw. receptorami śmierci, jak  Fas i 
TNF-R, oraz niekiedy hormonów sterydowych z ich 
receptorami [2, 31, 56, 72-75]. Szlaki wiodące do 
uruchomienia programu śmierci komórki pokazano 
w dużym uproszczeniu na Ryc. 5. Znakomita 
większość tych „prywatnych” dróg indukcji

czynniki uszkadzające
— niedobór 

substratów  _  czynników wzrostu

Ryc. 5. Centralna pozycja mitochondrium na szlakach prowadzących do apoptozy. AIF —  czynnik indukcji apoptozy, DEX —  deksametazon, DFF -  
czynnik fragmentacji DNA, Fas— receptor powierzchniowy z rodziny tzw. receptorów śmierci, Fas-L —  ligand receptora Fas, GR —  receptor 
glukokortykoidów, GSH —  glutation zredukowany, NGF-R —  receptor czynnika wzrostu neuronów, PIGs —  geny indukowane przez białko 
p53, RFT-—-reaktywne formy tlenu, TNF —  czynnik nekrozy nowotworu należący do rodziny receptorów śmierci.

sprzyjać otwarciu porów [24, 45]. Podobnie jak 
wapń działają niektóre lipofilowe związki sieciujące 
grupy -SH, nie występują one jednak in vivo  [68].

Utrzymujące się, podwyższone poziomy jonów 
Ca2+ w cytosolu zanotowano w początkowych sta
diach przebiegu apoptozy wywołanej promieniowa
niem jonizującym, działaniem glukokortykoidów, 
estrów forbolu oraz stymulacją receptorów Fas 
[69-71],

III. Apoptoza

III-l. Różnorodność szlaków premitochon- 
drialnych

Wielość i rozmaitość bodźców wywołujących 
apoptozę jes t  zadziwiająca. Zaliczają się do nich 
subnekrotyczne uszkodzenia powodowane przez 
promieniowanie, ciepło lub toksyny, brak
niezbędnych czynników przeżycia, niedobór

apoptozy prowadzi do otwarcia megakanałów 
mitochondrialnych w wyniku zmniejszenia puli 
ATP/ADP lub/i obniżenia poziomu NAD(P)H i 
zredukowanego glutationu (GSH), obniżenia ATm, 
wzrostu stężenia Ca2+ w macierzy mitochondriów a 
także poprzez działanie białek z rodziny Bcl-2, np. 
Bax i Bid [56]. Warto zauważyć, że w wielu szlakach 
indukcji apoptozy uczestniczą reaktywne formy 
tlenu (RFT) lub/i zmiany w komórkowym potencjale 
oksydoredukcyjnym [73]. Natomiast białko p53 —  
„strażnik genom u” — jest ważnym pośrednikiem na 
drodze do apoptozy wywołanej przez uszkodzenie 
DNA [76, 77],

Zahamowanie syntezy białka przez cykloheksi- 
mid nie chroni przed apoptozą [78-80] a jedynie nie
kiedy zmniejsza nasilenie tego procesu [81-83]. Wy
daje się więc, że komórki posiadają gotowy zestaw 
czynników składających się na mechanizm śmierci, 
który w każdej chwili może być uruchomiony przez 
sygnał z mitochondrium.
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III-2. Faza mitochondrialna —  wzmocnienie 
sygnału śmierci

Zaobserwowano, że podczas apoptozy spadek 
A'Pm następuje prawie równocześnie we wszystkich 
mitochondriach danej komórki [25-27]. Nasunęło to 
przypuszczenie, że istnieje jakaś szczególna kom u
nikacja międzymitochondrialna. Analiza zjawisk to
warzyszących otwieraniu się megakanalów dopro
wadziła do wskazania dróg, jakim i sygnał powstały 
w pojedynczym mitochondrium może ulegać samo- 
wzmocnieniu i przenosić się na inne mitochondria, 
bardziej oporne na bodziec apoptogenny (Ryc. 6).

skadę kaspaz [92] —  wszystkie te enzymy są w stanic 
samodzielnie wywołać przemianę przepuszczalności 
w nieuszkodzonych mitochondriach —  poprzez tra
wienie (bliżej nieznanych) substratów białkowych w 
błonach [93]. Również AIF powoduje załamanie 
AThn i przemianę w przepuszczalności w natywnych 
mitochondriach [94]. Wreszcie prokaspazy 2, 3 i 9 z 
przestrzeni międzybłonowej wzmacniają, po akty
wacji w cytoplazmie, działanie innych enzymów 
proteolitycznych [86, 87], Dodatkowo prokaspaza 3, 
już w przestrzeni międzybłonowej, może ulegać au- 
toaktywacji przy obniżeniu pH, które towarzyszy za
trzymaniu syntezy ATP (równowaga reakcji syntazy

Ryc. 6. Mechanizmy wzmacniania mitochondrialnego sygnału śmierci. GSH —  glutation zredukowany, RFT —  reaktywne formy tlenu.

Otwarcie megakanalów w mitochondrium prowa
dzi do załamania ATm , zatrzymania syntezy ATP, 
wypływu z macierzy GSH, NAD(P)H i jonów  Ca2+ 
[24, 42, 84]. Z przestrzeni międzybłonowej wydo
stają się do cytoplazmy białka apoptogenne: cyto- 
chrom c (cyt c), czynnik indukcji apoptozy (AIF) 
oraz prokaspazy 2, 3 i 9 [17, 18, 3 1, 85-88]. Obniże
nie poziomów GSH i NAD(P)H sprzyja utrwaleniu 
otwartej konformacji megakanalów. Uwolnione do 
cytoplazmy jony Ca2+ „doładow ują” inne mitochon
dria prowadząc do obniżenia w nich A'Pm [24], Uby
tek cyt c przerywa łańcuch oddechowy, co powoduje 
nadprodukcję RFT (głównie anionorodnika ponad- 
tlenkowego i nadtlenku wodoru) [51, 89-91]. RFT z 
kolei utleniają lipidy błony wewnętrznej (głównie 
kardiolipinę), co przyczynia się do jej uprzepusz- 
czalnienia [51]. W cytoplazmie cyt c aktywuje ka-

ATP przesuwa się w kierunku rozkładu ATP i enzym 
zaczyna wypompowywać protony z macierzy) [8, 
95].

Przedstawione mechanizmy rozprzestrzeniania 
się sygnału śmierci znajdują potwierdzenie zarówno 
w badaniach in vitro -  na megakanałach rekonstru
owanych w sztucznych błonach i na izolowanych m i
tochondriach - j a k  również in vivo [ 1 8 , 43, 85, 93].

III-3. Faza postmitochondrialna

III-3.1. B iałkow e czynniki aktyw acji apopoptozy: cyto- 
chrom  c, AIF, kaspazy

Dotychczas nie wyjaśniono, w jaki sposób docho
dzi do uwalniania białek z przestrzeni m iędzybłono
wej —- megakanały, nawet całkowicie otwarte, nie 
przepuszczają cząsteczek o ciężarze większym niż
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1,5 kDa [24, 28]. W wielu przypadkach przemiana w 
przepuszczalności doprowadza do pęcznienia m ito
chondrium i rozrywania błony zewnętrznej [17, 18, 
26, 48], Bywa jednak i tak, że w cytoplazmie stwier
dza się obecność cyt c mimo braku oznak uszkodze
nia błony (np. przy nadekspresji białka Bax [96, 97]). 
Pokazano jednak, że wypływ cyt c i AIF nie nastąpi, 
jeśli w środowisku znajduje się w nadmiarze białko 
Bcl-2 lub/i zahamowane zostanie działanie określo
nej grupy kaspaz [14, 17, 28], W przestrzeni mię-

aktywowane z pominięciem drogi przez mitochon
drium (np. po stymulacji tzw. receptorów śmierci 
[98, 99]). Teoretycznie istnieje też możliwość ak
tywnego transportu białek (jako odwrócenia ich im
portu do mitochondrium [100]); być może Bax i/lub 
kaspazy pełnią rolę aktywatorów tego procesu.

Wydostające się z przestrzeni międzybłonowej 
białka zapoczątkowują fazę wykonaw czą apoptozy 
(Ryc. 7). Prokaspazy 2, 3 i 9 w cytoplazmie włączają 
się w łańcuch, w którym jedna proteaza aktywuje na-

prokaspaza 9

\  ^prokaspaza 9

prokaspaza 3

prokaspazy
cytoplazmatyczneprokaspaza 3

^ A T P

kaskada
kaspaz

endonukleazy trawienie
białek

komórkowych

fragmenty 
oligonukleosomowe 
(n x 200 par zasad)

fragmenty 
50-300 tys, 
par zasad

Ryc. 7. Aktywacja procesu apoptozy przez białkowe czynniki uwalniane z mitochondrium: AIF (czynnik indukcji apoptozy), cyt c (cytochrom c) i ka
spazy. Apaf-1 — czynnik 1-szy aktywujący protcazy w apoptozie, CARD —  domena werbunku kaspaz, DFF— czynnik fragmentacji DNA.

dzybłonowej znajdują się prokaspazy 2, 3 i 9 [86-88] 
i przynajmniej prokaspaza 3 łatwo ulega tam autoak- 
tywacji przy obniżeniu pH (patrz rozdz. III-2). Po
nadto w cytoplazmie niektóre prokaspazy mogą być

stępną, co w efekcie doprowadza do trawienia w aż
nych dla życia komórki białek (m.in. lamin, aktyny, 
polimerazy poli(ADP-rybozy) (PARP), kinazy 
białkowej zależnej od DNA (DNA-PK) [95]), oraz
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aktywacji czynnika fragmentacji DNA (DFF) [95, 
101] -  endonukleazy, która tnie DNA na fragmenty 
oligonukleosomowe [101, 102]. Czynnikiem w arun
kującym rozpoczęcie tej kaskady aktywacji w k o 
mórkach kręgowców jes t  cyt c [85, 103-106], Łączy 
się on z czynnikiem 1 -szym apoptozy aktywującym 
proteazy (Apaf-1) —  białkiem, które zlokalizowane 
jest przy błonie mitochondrialnej i prawdopodobnie 
związane z Bcl-2. Pod wpływem cyt c Apaf-1 zm ie
nia konformację odsłaniając domenę werbunku ka- 
spazy (CARD), co pozwala na związanie prokaspa- 
zy 9. W utworzonym kompleksie, tzw. apoptosomie, 
następuje, z wykorzystaniem energii hydrolizy ATP, 
aktywacja prokaspazy 9. Ta z kolei, na drodze czę
ściowej proteolizy, aktywuje kaspazę 3 rozpoczy
nając kaskadę aktywacji innych enzymów [92].

W odróżnieniu od cyt c, AIF spełnia funkcję apop- 
togenną samodzielnie. Białko to, po przem ieszcze
niu się do jądra (proces aktywny —  wymagający 
ATP), aktywuje endonukleazy. Tną one DNA na 
duże (50-300 tys. par zasad) fragmenty [94, 102, 
107]. W cytoplazmie AIF aktywuje kaspazę 3 i 
wywołuje spadek A ^ m  w natywnych mitochon- 
driach [102]. Mechanizm działania AIF pozostaje 
jak  dotąd niewyjaśniony —  białko to samo nie ma ak 
tywności proteazy ani nukleazy [94],

Zarówno cyt c jak  i AIF są białkami filogenetycz
nie starymi i wysoce konserwatywnymi [18, 94]. 
Poza funkcją apoptogenną mają one możliwość kata
lizowania reakcji utleniania-redukcji; wskazuje na to 
obecność kofaktorów: hemu w przypadku cyt c i 
FAD w przypadku AIF. Cyt c jest integralnym skład
nikiem mitochondrialnego łańcucha transportu elek
tronów. AIF wykazuje homologię do niektórych 
oksydoreduktaz bakteryjnych [94], Jak dotąd nie 
stwierdzono jednak, aby uczestniczył w reakcjach 
utleniania-redukcji w mitochondrium. Aktywność 
apoptogenną oba białka uzyskują dopiero po prze
transportowaniu do mitochondrium, gdzie, po obrób
ce proteolitycznej i przyłączeniu kofaktora, uzyskują 
odpowiednią konformację [94, 102]. Drogi ak tyw a
cji apoptozy wiodące od cyt c i AIF są niezależne i 
niekoniecznie jednocześnie uruchamiane w tej samej 
komórce [38, 94, 102, 104, 107].

IV. Autofagia, apoptoza czy nekroza?

Wbrew poprzednim poglądom głoszącym, że apo
ptoza i nekroza są odrębnymi procesami, przedsta
wiono ostatnio dowody, że oba zjawiska mają swój 
początek w przemianie przepuszczalności m itochon

driów [2]. Uważana dotychczas za nekrozę śmierć 
komórek spowodowana zawałem serca, udarem m ó
zgu lub działaniem utleniaczy poprzedzona jest 
spadkiem A ^ m  w mitochondriach tych komórek, 
można też jej zapobiec stosując CSA lub białko 
Bcl-2 [31]. Ważnym czynnikiem określającym decy
zję: apoptoza czy nekroza jest poziom wewnątrzko
mórkowego ATP w momencie, gdy dochodzi do 
załamania A ^ m  [108-110], Energia zmagazynowana 
w ATP jes t wykorzystywana na wszystkich głów
nych szlakach aktywacji kaspaz: wiodących od cyt c
[92], AIF [94] i receptorów śmierci [35]. Towa
rzyszące otwarciu megakanałów zatrzymanie fosfo
rylacji oksydacyjnej i jednoczesna aktywacja ATPa- 
zy mitochondrialnej przyspieszają ubytek ATP z ko
mórki [89, 111]. Jeśli glikoliza jes t w stanie uzu
pełnić ten ubytek —  proces apoptozy zostaje pod
trzymany. W przeciwnym wypadku niedostatek 
energii doprowadza do zatrzymania funkcji życio
wych komórki i niekontrolowanej lizy —  nekrozy [2 , 
112]. Przy dostatecznej podaży ATP, zahamowanie 
działania kaspaz przez zastosowanie inhibitorów eg
zogennych (np. zmodyfikowanego oligopeptydu 
Z-VAD.fmk) lub endogennych (białek z rodziny in
hibitorów apoptozy, IAPs [113]) doprowadza do lizy 
komórek bez wystąpienia objawów apoptozy [107, 
114, 115], Przypuszcza się, że podczas gwałtownej 
przemiany przepuszczalności obejmującej więk
szość mitochondriów w komórce kaspazy mogą być 
również dezaktywowane przez utlenienie lub nitro- 
zylację [2]. Spadek A'Tm związany jes t  także ze zja
wiskiem autofagii czyli degradacji pojedynczych m i
tochondriów w lizosomach komórki. Jest ona częścią 
stałego procesu wymiany tych organelli, łatwego do 
zaobserwowania w tkankach nie dzielących się, np. 
w sercu, mózgu, wątrobie i nerkach [32], Zapropono
wano model, w którym szybkość i zakres spadku 
AThn w komórce decyduje, czy nastąpi w niej autofa
gia, apoptoza czy nekroza [32], Jeśli w pojedynczych 
mitochondriach, spontanicznie lub pod wpływem 
usunięcia składników odżywczych, następuje depo
laryzacja —  rozpoznawane są one jako niepra
widłowe i ulegają wewnątrzkomórkowej lizie —  au
tofagii. Czynnik wywołujący spadek AH^m w więk
szej liczbie mitochondriów może doprowadzić do 
uwolnienia cyt c i AIF. Przy dostatecznym poziomie 
ATP zaktywowane zostaną kaspazy i rozwinie się 
apoptoza. Wreszcie, gwałtowne i równoczesne 
załamanie się AThn w większości m itochondriów ko
mórki doprowadza do nekrozy wskutek szybkiego 
zużycia zasobów ATP.
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V. Apoptoza a defekty mitochondrialne

Medycyna zna wiele przypadków, w których 
zmieniona podatność komórek na apoptozę 
doprowadza do choroby. Dokładne badania 
przeprowadzane ostatnio wykazują, że u podłoża 
większości tych zaburzeń leżą defekty funkcjonalne 
samych mitochondriów [116] lub zmiany w białkach 
współ- działających z tymi organellami w regulacji 
odpowiedzi komórki na bodźce apoptogenne [ 117]. W 
Tabeli 1 podano przykłady takich stanów 
chorobowych.

Tabela 1.

współczesnych bakterii purpurowych; te ostatnie 
miały się z czasem przekształcić w mitochondria [91, 
114]. Ewolucja doprowadziła do powstania ogrom 
nej różnorodności form życia. Trudno się spodzie
wać, aby mechanizmy śmierci programowanej roz
winęły się wszędzie w jednakowej postaci. Przedsta
wione w tej pracy dane na temat roli mitochondriów 
w procesie apoptozy uzyskano dzięki doświadcze
niom przeprowadzanym wyłącznie na komórkach 
ssaków. I tak dla przykładu, w komórkach tych cyt c 
jes t jednym  z ważniejszych czynników, które za
początkowują apoptozę. Blokuje on sekwencje inhi-

Zespoły chorobowe związane ze zmienioną podatnością komórek na apoptozę

Stan lub zespół chorobowy 

(badane komórki)
Przypuszczalny defekt funkcjo
nalny mitochondriów

Podatność na apoptozę Piśmiennictwo

choroba Parkinsona 

(neurony mózgu, fibroblasty, 
leukocyty, trombocyty)

obniżona aktywność kompleksu I, 

T W m , TRFT
podwyższona 53, 118

choroba Alzheimera 

(neurony mózgu, trombocyty)

obniżona aktywność kompleksu IV, 
niekiedy również II i III, 

fA T m , TRFT
podwyższona 53

infekcja wirusem HIV-1 

(limfocyty T)

upośledzenie transportu elektronów 
(przyczyna nieznana), 

iA 'Pm , tR F T
podwyższona 132, 133

zespół Reye’a
(neurony mózgu, hepatocyty)

nadmierne nagromadzenie Ca2+ w 
mitochondriach po przebytej infek
cji wirusowej

gwałtowna apoptoza pod 
wpływem zwykle nieszkodli
wych leków (głównie salicyla
nów)

32

proces starzenia 

(komórki mięśni prążkowa
nych, fibroblasty)

obniżona aktywność kompleksu IV

mutacje uodporniające mitochon
dria na TAH'm

podwyższona

bez zmian, obniżona autofagia 
(sprzyja nagromadzaniu się mu
tacji w mtDNA)

134

32

niektóre białaczki
nadmierna ekspresja lub mutacja w 
białku Bcl-2

obniżona 117

Jest zrozumiałe, iż dokładne poznanie m olekular
nych mechanizmów apoptozy daje szansę na opraco
wanie skutecznych metod wykrywania i leczenia za
równo chorób, w których podatność na apoptozę jest 
podwyższona (np. choroby neurodegeneracyjne) 
[53, 118] jak  i obniżona (np. białaczki) [117].

VI. Uwagi końcowe

Apoptoza występuje powszechnie wśród organi
zmów eukariotycznych. Początków kształtowania 
się tego procesu należy szukać około 2 miliardów lat 
temu, kiedy, jak  się przypuszcza, doszło do sym bio
zy komórek proeukariotycznych z przodkami

bitorowe w cząsteczce Apaf-1, co umożliwia oligo- 
meryzację tego białka adaptorowego i aktywację ka- 
spazy 9 [115]. U robaka Caenorhabditis elegans w y
stępuje analog Apaf-1. Jest to białko Ced-4, które nie 
zawiera sekwencji inhibitorowych i nie wymaga cyt 
c do aktywacji [72, 119]. U owadów cyt c odgrywa 
prawdopodobnie rolę podobną jak u ssaków [ 120], 
lecz nie jest on uwalniany do cytosolu a jedynie, pod 
wpływem induktorów apoptozy, ulega zmianom 
konformacyjnym [120]. Szlaki apoptozy u roślin po
zostają ciągle słabiej poznane niż u zwierząt [ 121]. 
Jednak fakt, że cytosol z apoptotycznych komórek ro
ślinnych (marchew) jest w stanie wywołać apoptozę w 
jądrach komórek zwierzęcych (wątroba mysia) [ 122]
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świadczy o zadziwiającym podobieństwie procesu 
śmierci programowanej u wszystkich eukariontów.

Obecna praca koncentruje się na roli m itochon
driów w zapoczątkowywaniu programu śmierci ko
mórki. Należy pamiętać, że w komórce istnieją licz
ne systemy regulacyjne, które mogą wpływać na 
funkcję apoptogenną mitochondriów.

Taki rozbudowany system tworzą białka z rodziny 
Bcl-2. Oddziałują one (w bliżej nieznany jeszcze 
sposób) z błonami mitochondriów i innych struktur 
wewnątrzkomórkowych, regulując ich przepuszczal
ność. N ależą  tu zarówno inhibitory apoptozy (białka 
typu Bcl-2) jak  i jej aktywatory (białka typu Bax) 
[56, 123].

Pojawia się też coraz więcej informacji na temat 
białek z rodziny inhibitorów kaspaz —  IAPs [124, 
125], oraz enzymów blokujących włączanie się pro- 
teaz w proces apoptozy. Przykładem jest kinaza Akt, 
która fosforyluje prokaspazę 9, zapobiegając w ten 
sposób jej aktywacji [126].

Wykazywano wielokrotnie, że czynniki wzrostu, 
takie jak  NGF lub IGF, m ogą indukować szlaki anty- 
apoptotyczne poprzez indukcję/aktywację inhibito
rów kaspaz, zaś inaktywację czynników pro
mujących apoptozę, jak  np. białko Bad (białko typu 
Bax) [126-129]. Obserwowano nawet odwrócenie 
procesu apoptozy przez NGF, już po uwolnieniu cyt 
cd o  cytosolu [130]. Stwierdzono jeszcze inną ochro
nę przed apoptozą: W komórkach mięśni szkieleto
wych człowieka brak ekspresji białka adaptorowego 
Apaf-1 i w związku z tym nie dochodzi tam do zale
żnej od cyt c aktywacji kaspaz. Jest to ciekawa adap
tacja ewolucyjna, pozwalająca na ominięcie g łów ne
go szlaku apoptozy w przypadku dużej liczby m ito
chondriów [131]. W komóce pozbawionej mechani
zmu wyzwalanego przez cyt c pozostaje szlak indu
kowany przez AIF. Prowadzi on do fragmentacji 
DNA i wczesnej nekrozy [72]

Komórka mająca w pogotowiu tak wielorakie 
mechanizmy zabezpieczające przed apoptozą nie 
zawsze podda się procesowi programowanego 
rozpadu. „Zdolność do um ierania” (com petence to 
die) jes t  jej cechą indywidualną i zależy od 
względnego udziału szlaków pro- i antyapopto- 
tycznych.
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Czy komórki projektują własny genom? 

Are cells engineering their own genomes?
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w egetatywnego u eukariotycznych jednokom órkowców  
—  orzęsków
II-l W ystępowanie sekw encji usuwanych (IES)
II-2. Ewolucyjne pochodzenie IES —  podobieństwa do 

transpozonów
II-3. Tasowanie genów

III. Przykłady rearanżacji genom u u innych organizm ów
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W ykaz stosowanych skrótów: IES —  sekwencja usuwana; 
MDS —  segment przeznaczony do jądra wegetatywnego

I. Wstęp

Rearanżacje genomu są przedmiotem licznych ba
dań od kiedy okazało się, że mutacje prowadzące do 
zmian ewolucyjnych zachodzą częściej niż przy
puszczano. Zmiany te obejm ują przeniesienie du
żych fragmentów DNA lub też tasowanie czy zwielo
krotnienie materiału genetycznego. Wszystkie te 
procesy mogą wpływać na ekspresję i tworzenie no
wych genów. Co więcej, rearanżacje genomu nie 
m uszą zachodzić przypadkowo. Okazuje się, że pew 
ne odcinki DNA są bardziej podatne od innych na du
plikację lub przeniesienie w inne miejsce chromoso
mu i związane jes t  to z ich sekwencją nukleotydową. 
Enzymy, które kopiują i konserwują DNA w prow a
dzają zmiany tylko w pewnych częściach genomu, 
tworząc ‘gorące m ie jsca’ mutacji, zwiększające tem 
po ewolucji [1-4]. Ilustracją takiego zjawiska jest 
ogromna zmienność występująca w obrębie sekwen
cji kodujących toksyczne peptydy (konotoksyny) u

'Mgr, :Doc. dr hab., Instytut Biologii Doświadczalnej im. M. 
Nenckiego PAN, Zakład Biologii Komórki, 02-093 Warszawa, 
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ślimaka Conus. Tempo ewolucji zmiennego, C-koń- 
cowego regionu konotoksyn jest pięciokrotnie wyż
sze niż w przypadku najszybciej rautującego białka 
ssaczego (interferonu ) [5],

Do najlepiej zbadanych przykładów rearanżacji 
genomu należą niezwykłe zmiany zachodzące w 
jądrze orzęsków (C iliata) —  jednokomórkowych 
organizmów eukariotycznych, gdzie w sposób 
zaprogramowany usuwana jest duża ilość DNA i 
następuje tasowanie genów. Procesy te zachodzą w 
ściśle określonych miejscach —  akumulujących 
mutacje z wysoką częstością —  wywodzących się od 
transpozonów [6]. Transpozony, odkryte u 
kręgowców dopiero 5 lat temu, zdaniem wielu 
badaczy odegrały istotną rolę w ewolucji i 
organizacji genomu [7-9].

II. Rearanżacje genomu orzęsków podczas 
formowania się jądra wegetatywnego

Orzęski (Ciliata) są organizmami bardzo starymi 
ewolucyjnie i wyodrębniły się, z innymi Alveolata  
(D inoflagellata  i A picom plexa), przed bilionem lat, 
niemal jednocześnie ze zwierzętami, grzybami oraz 
roślinami [10, 11]. Dzięki temu stanowią unikalny 
materiał do interdyscyplinarnych badań biolo
gicznych.

Jedną z charakterystycznych cech tych organi
zmów jest budowa aparatu jądrowego. Badania gene
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tyczne orzęsków wykazały, że oprócz dużego poli- 
ploidalnego jądra wegetatywnego (makronukleusa) 
zawierającego liczne kopie (do 1000) wszystkich ge
nów, posiadają one jedno (lub więcej) jądro genera- 
tywne (mikronukleus), które jest diploidalne i tran- 
skrypcyjnie nieaktywne [12, 13]. Tak więc za eks
presję wszystkich genów komórki odpowiedzialny 
jest makronukleus. Podczas koniugacji, fazy płcio
wej cyklu życiowego orzęsków, następuje wymiana 
haploidalnych jąder, w wyniku której powstaje di- 
ploidalna zygota. Stary makronukleus ulega rozpa
dowi, a nowy tworzony jes t  z kopii jąd ra  zygotyczne- 
g° [14].

W czasie ewolucji geny mikronukleusa orzęsków 
uległy dwóm nadzwyczajnym modyfikacjom.

więc dramatycznym przemianom podczas roz
mnażania płciowego, kiedy mikronukleusy od 
dwóch partnerów łączą się i dają początek nowemu 
mikronukleusowi i makronukleusowi. W nowo 
tworzonym makronukleusie DNA pomiędzy 
regionami kodującymi genów jest usuwany, a 
regiony kodujące muszą zostać ułożone we 
właściwej kolejności (Ryc. 1) [16].

II-l. W ystępowanie sekwencji usuwanych

IES zidentyfikowano w komórkach dwóch grup 
orzęsków: u H ypotricha  (O xytricha, Stylonychia i 
E uplotes) i H olotricha  ( Tetrcihymena i Param ecium ) 
[17]. Odcinki te są definiowane jako unikatowe se-

MIKRONUKLEUS

MAKRONUKLEUS

MDS5 m d s8

193 49 480 443 25 142

MDSl m d s2 m d s3 m d s4 m d s6 m d s7 m d s 9

Ryc. 1. Zmiany w genie aktyny I u Oxytricha nova podczas rozwoju makronukleusa. IES (czarna linia) ulegają wycięciu, a MDS łączone są we właści
wej kolejności. Liczby oznaczają długość MDS w nukleotydach, czarne strzałki —  kierunek sekwencji. Wg [16, 19], zmodyfikowane.

Pierwsza to pojawienie się krótkich nie kodujących 
odcinków pomiędzy DNA linii generatywnej. 
Odcinki te nazywane są sekwencjami usuwanymi 
(IES —- internal elim inated segm ents), ponieważ są 
one wycinane z genów mikronukleusa, kiedy po 
koniugacji rozwija się z niego makronukleus. U 
Tetrahymena cały proces koniugacji trwa około 20 
godzin, a delecja -6 0 0 0  fragmentów DNA (IES) 
rozpoczyna się w połowie tego procesu i trwa około 2 
godzin [13, 15].

Druga zmiana dotyczy fragmentów genów od
dzielonych przez sekwencje usuwane, tzw. 
segmentów przeznaczonych do makronukleusa 
(MDS —  m acronuclear-destined segm ents). 
U niektórych orzęsków H ypotricha  te kodujące 
odcinki uległy potasowaniu w pewnych genach. 
Geny mikronukleusa, normalnie nieaktywne, ulegają

kwencje wzbogacone w AT (>70%), które są oflan- 
kowane w sąsiadujących segmentach (MDS) przez 
pary powtarzających się (2-19) nukleotydów 
5 ’-TA-3 \  Te powtórzenia odgrywają rolę w łączeniu 
końców MDS utworzonych w procesie wycinania 
IES.

U Param ecium  sekwencje usuwane występują za
równo w kodującym, jak  i nie kodującym DNA, a ich 
liczba jes t szacowana na -6 5 0 0 0  w haploidalnym ge
nomie (Tab. 1) [6, 12, 13, 18, 19], Wielkość fragm en
tów usuwanych waha się od 28 do 882 par zasad, a 
wiele z nich zawiera odwrócone powtórzenia w 
pierwszych i ostatnich 8 nukleotydach, tworzone 
przez sekwencję zgodną TAYAGYNR.

Zidentyfikowane do dziś IES u Tetrahymena  są 
generalnie dłuższe (od 600 do kilku tysięcy nukle
otydów) niż te u Paramecium  i znaleziono je  (około
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6000) tylko w nie kodującym DNA mikronukleusa 
(Tab. 1) [20], Tak jak u Param ecium , są one oflanko- 
wane przez sekwencje repetytywne 5 ’-TA-3 \  ale nie 
mają motywu TAYAGYNR. Na końcach IES u Oxy- 
tricha/Stylonychia  pojawiają się —  w przeciwień
stwie do powtórzeń 5 ’-T A -3’ Param ecium , Tetrahy- 
mena i Euplotes crassus —  dowolne sekwencje o 
długości 2-19 nukleotydów (Tab. 1) [18].

Porównanie struktury genów mikronukleusa ko
mórek rodzaju H ypotricha  może pozwolić na prze
śledzenie zmian, jak im  ulegały sekwencje usuwane 
w czasie ewolucji. IES trzech różnych gatunków tej 
rodziny różnią się nie tylko co do liczby, ale także 
wielkości, sekwencji i pozycji odcinków flan
kujących (Tab. 1). Zmiana długości IES następuje na 
skutek insercji lub delecji nukleotydów [21 ]. Przesu
wanie się IES wzdłuż cząsteczki DNA jest najpraw 
dopodobniej wynikiem mutacji na styku MDS/IES 
[17].

Analiza genów mikronukleusa Hypotricha  w yka
zała, że IES są strukturami dynamicznymi ew olucyj
nie, akumulującymi z wysoką częstością mutacje do
tyczące zarówno sekwencji jak i długości odcinka 
imitowanego [18]. Zmiany te mogą umożliwiać tw o
rzenie nowych genów, a tym samym adaptację orzę- 
sków do zmian w środowisku [22],

II-2. Ewolucyjne pochodzenie IES —  podobień
stwo do transpozonów

Występowanie sekwencji usuwanych jest praw do
podobnie zjawiskiem starym ewolucyjnie, ponieważ 
odkryto je zarówno u H ypotricha, jak  i Holotricha.

Kilka cech IES sugeruje, że mogą one pochodzić 
od transpozonów. Transpozony są ruchomymi 
odcinkami DNA, zdolnymi do przemieszczeń w 
obrębie tego samego chromosomu lub pomiędzy

chromosomami i mogącymi wywoływać duże 
zmiany w strukturze genomów, na przykład 
inwersje, delecje, duplikacje dużych fragmentów 
DNA [23]. Barbara M c C 1 i n t o c k jako pierwsza 
wykazała istnienie transpozonów [24], opierając się 
na badaniach zmiany barwy ziaren kukurydzy. 
Zauważyła, że barwy te m ogą się nagle zmieniać 
z jednego pokolenia na drugie i wyjaśniła

mechanizm tego zjawiska przemieszczaniem się 
pewnych odcinków chromosomowych. Badania 
ostatnich lat potwierdziły tę koncepcję, a elementy 
transpozycyjne znaleziono zarówno u Prokaryota  
jak  i Eukaryota  [25].

Sekwencja o wysokiej zgodności (TAYAGYNR) 
na końcach tych fragmentów DNA, które są usuwane 
u Paramecium , jest podobna do końców transpozo
nów Tec Euplotes crassus i transpozonów z rodziny 
Tcl (Ryc. 2) [26]. Transpozony Tcl/m ariner należą 
do nadrodziny transpozonów eukariotycznych, które 
przenoszą się pomiędzy gatunkami i zostały zidenty
fikowane u wielu organizmów, od pierwotniaków do 
kręgowców [7, 27, 28]. Filogenetyczne rozprzestrze
nienie i sposób przemieszczania się transpozonów 
sugerują, że mogą one być mało zależne od czynni
ków specyficznych dla gospodarza, ponieważ dyspo
nują możliwością ekspresji aktywnej transpozazy. 
Wykryto przenoszenie się transpozonów typu 
Tcl/m ariner z muszek owocowych jednego gatunku 
do innego oraz z nicieni do ryby i z ryby do komórek 
ludzkich. Ostatnio wykazano też, że elementy te 
mogą bezpośrednio „przeskoczyć” z nicienia Cae- 
norhabditis elegans do komórek ludzkich. Ta cecha 
transpozonów ‘m ariner’ stwarza —  według odkryw
ców tego zjawiska —  możliwości zastosowania ich 
jako nośników w terapii genowej człowieka [8, 29], 

Elementy przypominające transpozony zidentyfi
kowano w DNA mikronukleusa Tetrahymeny, cho

Tabela 1.

Zestawienie cech IES I MDS u Holotricha i Hypotricha *(Y = C lub T; R = G lub A: S = C lub G). Dane zaczerpnięto z [6, 13, 18, 19].

G atunek
Holotricha

Hypotricha
Paramecium Tetrahymena

Występowanie IES DNA kodujący i nickodujący DNA niekodujący DNA kodujący i niekodujący

Liczba lES/In -65000 6000 50000-200000

Długość IES (nuklcotydy) 28-882 600->2000 7-598

Powtórzenia TA w sekwencji flankującej IES + + tylko u Euplotes crassus

Sekwencje o wysokiej zgodności w IES TAYAGYNR* Nie wykryto TTCTT (?)

Potasowanie kolejności MDS Nie wykryto Nie wykryto W niektórych genach
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ciaż nie wykryto w tych komórkach sekwencji o w y
sokiej zgodności w IES [18].

U E. crassus, zarówno transpozony, jak  i sekwen
cje usuwane oflankowane są (Ryc. 2) przez powtó-

Paramecium — sekwencja w IES 5’-T A V A G V iV R ...-3 ’ 

Euplotes crassus Tec 1 i Tec 2 5’- T A T A G 4 G ( ; . . . - 3 ’

Transpozony Tcl/mariner 5’-T A (  A G T K S ...-3’

Ryc. 2. Podobieństwo końców IES u Paramecium do transpozonów. 
Porównano sekwencję o wysokiej zgodności flankującą końce 
IES u Paramecium z sekwencjami na końcach transpozonów 
Tec 1 i Tec 2 u E. crassus i transpozonów Tcl/mariner. Iden
tyczne nukleotydy zaznaczono pogrubioną czcionką, podobne 
— szarą (Y = C lub T; R = G lub A; K = G lub T; S = C lub G). 
Wg [26], zmodyfikowane.

rżenia TA [26]. Cecha ta nie rozstrzyga pochodzenia 
ewolucyjnego IES: przypuszcza się, że mogą być one 
zdegenerowanymi pochodnymi transpozonów, jak  i 
że ich ewolucja była niezależna od transpozonów. 
W tym drugim przypadku sugeruje się podobny m e
chanizm wycinania obu elementów i zaangażowanie 
tej samej maszynerii molekularnej [18, 26]. Zwolen
nicy pierwszej hipotezy podkreślają, że dotyczy ona 
głównie krótkich IES u H ypotricha  —  zatraciły one 
znaczną cześć sekwencj i w porównaniu z „antyczny
mi” transpozonami, od których pochodzą —  zacho
wując jednak te jej elementy (cis) umożliwiające pre
cyzyjne ich wycięcie z rozwijającego się makronu- 
kleusa [6].

Niektórzy badacze w yróżniają długie IES (> 4 000 
nukleotydów) i krótkie (15-500 nukleotydów) [6]. 
Długie IES zalicza się do rodzin transpozonów. Tego 
rodzaju IES u H ypotricha  zawierają sekwencje ho
mologiczne do sekwencji genów transpozazy: TBE1 
w 1800 kopiach u Oxytricha  oraz Tec 1 i Tec 2 —  ka
żda w 103- 104 kopii u Euplotes [26, 30]. Jednakże 
mechanizmy wycinania Tec i TBE są odmienne. 
TBE l ,T ec  1 i Tec 2 kodują białko z rodziny transpo- 
zaz IS630-TC 1. Docelowym miejscem transpozycji 
jest dwunukleotyd TA. Porównanie sekwencji tych 
transpozaz (włącznie z elementami mariner) w yka
zało wysoce konserwatywne reszty aminokwasowe 
w odcinku C-końcowym: dwupeptyd Asp-Glu oraz 
region, w którym te dwa aminokwasy rozdzielone są 
34-35 resztami am inokwasow ymi (tzw. motyw 
D35E). Ten motyw jes t  prawdopodobnie homolo
giczny z prokariotyczną transpozazą oraz integraza- 
mi retrotranspozonów retrowirusowych [30].

Tak więc u O xytricha  w ystępu ją  zarówno relikty 
starego transpozonu w postaci trzech krótkich IES

(~33 i 70 nukleotydów), jak  i transpozon TBE 1 —  
praw dopodobnie efekt niedawnej —  ewolucyjnie 
—  transpozycji. Te IES oraz TBE 1 są precyzyjnie 
wycinane z DNA rozwijającego się makronukleusa 
[6].

II-3. Tasowanie genów

Sekwencje usuwane dzielą kodujące i nieko- 
dujące odcinki genu na fragmenty nazwane MDS. 
Niektóre MDS w mikronukleusach O xytricha nova i 
O xytricha trifallax  zostały potasowane w czasie 
ewolucji.

Podczas rozwoju mikronukleusa tasowanie MDS 
zależy przypuszczalnie od obecności IES, które 
mogą służyć jako miejsca rekombinacji. Proces ten 
wpływa zarówno na zmianę kolejności (Ryc. 3a), jak  
i orientacji MDS (Ryc. 3b) i prawdopodobnie zacho
dzi zgodnie z hipotezą przedstawioną schematycznie

K o lejn o ść  M D S  p o rekom binacji

. i - 6 - 3 - 4 . 5 - 2 - 7 -

B.
1 2 3

Ryc. 3. Tasowanie MDS w genie mikronukleusa.
A) Hipotetyczna konfiguracja cząsteczki DNA w mikronuklc- 
usie umożliwiająca równoległe ułożenie IES. Rekombinacja 
pomiędzy IES (miejsca rekombinacji zaznaczono ‘X’) zmienia 
kolejność MDS. B) Rekombinacja pomiędzy IES w położeniu 
antyrównoległym powoduje inwersję MDS2. MDS oznaczono 
cyframi. Białe strzałki pokazują orientację ich sekwencji. IES 
oznaczono liniami. Wg [18], zmodyfikowane.
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na rycinie 3. Hipoteza ta zakłada, że cząsteczka DNA 
zawija się dośrodkowo, co ustawia dwa IES w 
położeniu równoległym. Proces rekombinacji po
między tak ułożonymi IES prowadzi do przem iesza
nia kolejności sąsiednich MDS. Podobny m echa
nizm postulowany jes t  do wyjaśnienia rekombina- 
cyjnego przywracania właściwej kolejności MDS 
podczas rozwoju makronukleusa.

Potasowanie MDS zaobserwowano w trzech z 
ośmiu dotychczas scharakteryzowanych genów mi- 
kronukleusa O xytricha nova  [18]. IES pomiędzy nie 
potasowanymi MDS są dłuższe od IES oddzie
lających MDS potasowane i w ystępują rzadziej na 
jednostkę długości DNA. Może to świadczyć o ist
nieniu różnic w nie znanym jeszcze mechanizmie 
tworzenia IES pomiędzy potasowanymi i niepotaso- 
wanymi MDS [19].

U Oxytricha  każdy gen jes t oflankowany na koń
cach przyległych do MDS przez parę powtarzalnych 
unikalnych sekwencji. W niepotasowanych MDS 
Oxytricha  sekwencje powtórzeniowe są przeciętnie 
4-nukleotydowe, natomiast w potasowanych 10-nu- 
kleotydowe. Sekwencje te m ogą więc umożliwić 
przywrócenie właściwej kolejności MDS i w ycina
nie IES przez hom ologiczną rekombinację pomiędzy 
powtórzeniami w parze przy ich końcach lub odpo
wiednie zwinięcie cząsteczki DNA w specyficzną 
konfigurację [19].

M olekularny mechanizm insercji IES do genów 
mikronukleusa może polegać na wprowadzeniu cięć 
do DNA z utworzeniem lepkich końców, a następnie 
przyłączeniu krótkich sekwencji przerywającego 
DNA (bogatego w AT) do jednoniciowych ‘naw i
só w ’ w cięciach. Uzupełnienie przerw pozostaw io
nych po fuzji mogłoby tworzyć dwunukleotydowe 
sekwencje powtórzeniowe w nowo utworzonych 
MDS, na końcach IES. Te dwunukleotydy 5 ’-TA-3’, 
będące częścią dłuższej odwróconej sekwencji o 
8 parach zasad, odgrywają istotną rolę w wycinaniu 
IES [19]. Mutacje punktowe w tym ściśle konserw o
wanym regionie: A —»G [31 ] lub C —>T [32] uniem oż
liwiają wycięcie IES. Stwierdzono to np. w przypad
ku genu kodującego antygen immobilizacyjny 51A 
Paramecium, w którym IES o długości 370 par zasad 
(IES2591) nie podlegał wycięciu. Okazało się, że w 
jego  obrębie znajduje się znacznie mniejszy IES —  o 
długości zaledwie 28 par zasad —  co sugeruje m ożli
wość wielokrotnie powtarzającej się integracji ta
kich elementów do genomu. Autorzy pracy [32] uw a
żają, że jest to dodatkowy dowód potwierdzający 
koncepcję pochodzenia IES z transpozonów.

W  trakcie zaprogramowanej rearanżacji genomu 
zachodzącej podczas rozwoju makronukleusa elim i

nowane są olbrzymie ilości DNA: u Tetrahymena 
jest to 15% genomu mikronukleusa [13], U Oxytri- 
cha usuwanych jes t około 105 IES, co związane jest z 
procesem rekombinacji zachodzącym tyleż razy [6, 
12].

DNA wycinany jes t w postaci liniowych 
cząsteczek u Tetrahymena lub kolistych, jak  u 
Euplotes crassus i Oxytricha trifallax  [12], U 
wyższych Eukaryota  kolisty DNA występuje w 
postaci odcinków pozachromosomowych (np. w 
oocytach Xenopus) [33] oraz w organellach 
komórkowych —  mitochondriach i chloroplastach.

III. Przykłady rearanżacji genomu u innych 
organizmów

III-l. Jednogenowy kolisty DNA w chloroplastach 
Dinoflagellata

Szczególnie interesujące wydaje się niedawne 
odkrycie budowy genomu chloroplastów 
D inoflagellata, zaliczanych do typu Pyrrophyta  
(tobołki). D inoflagellata  w ystępują w planktonie 
głównie wód słonych; jako organizmy autotroficzne 
mają duże znaczenie w biocenozie zbiorników 
wodnych, biorąc udział w produkcji biomasy. 
Niektóre tobołki zawierają substancje toksyczne 
(alkaloidy) i podczas masowego występowania 
m ogą być przyczyną zatrucia ryb [34, 35].

DNA w jądrze komórkowym tobołków ma 
nietypowy skład zasad, nie zawiera histonów i jest 
stale skondensowany, jak  gdyby był nieustannie 
przygotowany do podziału. Odmienna jest również 
architektura genomu chloroplastów tych 
organizmów. U E ukaryota  chloroplasty stanowią 
‘m aszynerię’ niezbędną do przeprowadzania foto
syntezy. Pochodzą od endosymbiotycznych cyjano- 
bakterii i posiadają wiele cech swych pro- 
karyotycznych przodków. Ich genom jest mniejszy 
niż u cyjanobacterii, ale również jest kolisty i ma 
jedno miejsce inicjacji replikacji, geny natomiast 
pogrupowane są w operony [36].

Badając gatunek H eterocapsa triąuetra  Z h a n g 
[34] odkrył, że genom chloroplastów tobołków ma 
unikatową architekturę odbiegającą od powyższego 
schematu. Jest on podzielony na wiele kolistych 
odcinków, z których każdy zawiera jeden gen 
kodujący białko lub rybosomalne RNA. Nie jest 
jasne w jaki sposób tobołki wykształciły te 
jednogenow e fragmenty z wielogenowego kolistego 
DNA. Taka organizacja genomu chloroplastów 
D inoflagellata  umożliwia badanie funkcji i ko-
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ewolucji wielu miejsc inicjacji replikacji w 
pojedynczym genomie.

Budowa genomu chloroplastu tobołków różni się 
zasadniczo od innych genomów plastydowych, 
włączając szczątkowy, niefotosyntetyzujący plastyd 
u Apicoplexa  np. u pasożyta Plasm odium  fa lciparum  
wywołującego malarię. Analizując sekwencje 
jądrowego rRNA wywnioskowano, że Dino- 
flagella ta  i Apicom plexa  są pokrewnymi grupami 
[37, 38]; we współczesnej systematyce włącza się je  
do grupy Alveolata  [38]. Jeżeli ich plastydy 
wyewoluowały od wspólnego przodka, jest wysoce 
prawdopodobne, że m ają taki sam mechanizm 
wewnątrzkomórkowego transportu i sortowania 
białek, ale różny system enzymatyczny [39]. 
Budowa chloroplastów omawianych organizmów 
nie jest zagadnieniem czysto akademickim. Plastydy 
mogłyby stanowić idealny cel działania leków 
przeciw malarii, toksoplazmozie i innym chorobom 
ludzi i zwierząt wywołanym przez pasożytnicze 
pierwotniaki [34, 40].

III-2. „Gorące miejsca” mutacji w genomie drapie
żnych ślimaków

Badania wielu organizmów wykazały, że częstość 
mutacji nie jest jednakow a w całym genomie. Dra
pieżny ślimak z rodzaju Conus żyjący w tropikal
nych rafach koralowych jest dobrym przykładem ta
kiego zjawiska [41], Każdy z około 500 gatunków 
tych ślimaków wytwarza odrębny zestaw (od 50 do 
200) toksycznych peptydów służących do paraliżo
wania ofiar. Peptydy te składają się z 10-30 amino
kwasów o dużej ilości mostków dwusiarczkowych 
[42], Poszczególne toksyny łączą się selektywnie ze 
specyficznymi izoformami kanałów jonowych bram 
kowanych przez ligandy (np. cholinergiczny recep
tor nikotynowy) lub przez napięcie (np. kanały sodo
wy i wapniowy) oraz z receptorami związanymi z 
białkami G [41, 42], Analizując propeptydy —  pre- 
kursory konotoksyn —  odkryto, że N-końcowy odci
nek obejmujący sekwencję sygnałową był niemal 
identyczny u kilku badanych gatunków Conus w 
przeciwieństwie do regionu C-końcowego, który 
podlegał znacznym zmianom [43], co niektórym ba
daczom nasuwa analogię do struktury przeciwciał 
[42]. Ten niezwykle zmienny obszar jes t bogaty w 
silnie konserwowane reszty cysteinowe. W przypad
ku konotoksyn 5 i co występuje ‘szkielet’ -C-C-CC- 
C-C-, w którym pomiędzy poszczególnymi cysterna
mi występuje od 1 do 7 innych aminokwasów [42, 
43]. Mutacje w C-końcow ym odcinku polegają na 
zamianie pojedynczych zasad pomiędzy cysteinami,

co umożliwia tworzenie niezliczonej ilości nowych 
toksyn.

Dodatkowym sposobem wytwarzania tak wielu 
rodzajów toksyn są modyfikacje posttranslacyjne 
peptydów włącznie z rzadką reakcją bromowania 
tryptofanu —  charakterystyczną dla organizmów 
słonowodnych —  obserwowaną w 8-aminokwas- 
owym peptydzie wyizolowanym z Conus radiatus 
[43, 44],

Porównanując sekwencje niektórych neurotoksyn 
wytwarzanych przez Conus abbreviatus i Conus livi- 
dus oszacowano, że tempo ewolucji tych peptydów 
jest pięciokrotnie wyższe niż w przypadku najszyb
ciej mutującego białka ssaczego (interferonu ) i trzy
krotnie wyższe niż u D rosophila  [5],

Różnorodność konotoksyn związana jest z 
ciągłym procesem duplikacji genów, mutacjami i se
lekcją różnicującą. Ten szybki sposób generowania 
rozmaitych trujących peptydów może być strategią 
ułatwiającą adaptację gatunku do zmian środowisko
wych, jakkolwiek jego pochodzenie ewolucyjne jest 
nieznane [5, 45],

Zaproponowano kilka przyczyn istnienia takich 
‘gorących miejsc m utacji’. Jednym z nich może być 
różna skuteczność naprawy błędów wkradających 
się do genomu. W badaniach in vitro wykazano, że 
częstość pomyłek popełnianych podczas replikacji 
może się wahać, zależnie od charakteru sekwencji, 
które wymagają naprawy [3]. Co więcej, podczas ko
piowania DNA w pewnych sekwencjach częściej są 
popełniane błędy, niż w innych. W szczególności se
kwencje nukleotydowe zbudowane z powtórzonych 
kilka razy dwóch lub trzech par zasad m ogą być trud
ne do dokładnego zreplikowania [46, 47].

Odkryto mutacje, w których znacznie wzrasta 
liczba powtarzających się tripletów w istotnych ge
nach i które są przyczyną szeregu chorób dziedzicz
nych takich jak choroba Huntingtona, dystrofia m ię
śniowa i ataksja rdzeniowo-móżdżkowa [48],

W przeszłości przypuszczano, że genomy ew olu
ują w kierunku zmniejszenia częstości mutacji i w y
tworzenia mechanizmów chroniących przed przy
padkową zmianą genetyczną. Obecnie sugeruje się, 
że najbardziej przystosowanymi genomami są te, 
które rozwinęły zdolność do szybkich zmian [3, 8, 
45].

Artykuł otrzymano 8 lipca 1999 r.
Zaakceptowano do druku 6 grudnia 1999 r.
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ZDZISŁAW KRAWCZYK1, KATARZYNA LISOWSKA2

Spis treści

I. W stęp
II. Kinetyka ekspresji genów  hsp70i. Autoregulacja
III. Czynniki transkrypcyjne HSF

III-l. W łaściwości czynnika HSF1
III-2. Struktura czynnika HSF1
III-3. M echanizm  aktyw acji czynnika HSF1

IV. Struktura HSE; oddziaływanie HSF1 z HSE
IV-1. Czynniki w pływ ające na powstanie funkcjonalne

go kompleksu HSF-H SE
V. W łaściwości czynnika HSF2
VI. Inne czynniki H SF wyższych eukariontów
VII.Regulacja ekspresji genów hsp70i w tem peraturze fizjo

logicznej
VIII. Uwagi końcowe

Contents

I. Introduction
II. Kinectics o f induction o f the hsp70i genes. Autoregula

tion
III. HSF transcription factors

III-l. Properties o f the HSF1 factor
III-2. M olecular structure o f the HSF1 factor 
HI-3. M echanism  of activation o f the HSF1 factor

IV. Structure o f HSE; interaction between HSF1 and HSE
IV-1. Factors affecting form ation o f the functional 

HSF-HSE complex
V. Properties o f the HSF2 factor
VI. Other HSF factors o f higher eukariotes
VII.Regulation of the hsp70i genes expression at physiolo

gical tem perature
VIII. C oncluding remarks

Spis skrótów: AD —  ang. activation domain, domena akty
wująca czynnika transkrypcyjnego HSF; C-koniec — koniec 
karboksylowy białka; DBD —  ang. DNA binding domain, do
mena czynnika transkrypcyjnego oddziałująca z DNA; DnaK — 
odpowiednik eukariotycznego białka HSP70 u E.coli; HR — 
ang. hydrophobic repeat, powtórzony kilkakrotnie motyw ami- 
nokwasowy zawierający reszty hydrofobowe w określonych po
zycjach; HSC///5C —  ang. heat shock cognate proteins (genes), 
tzw. białka/geny pokrewne HSP/Zzs/?; HSE —  ang. heat shock 
element, sekwencja regulacyjna typowa dla promotorów genów 
hsp; HSF —  ang. heat shock factor, czynnik transkrypcyjny od
działujący z HSE; tISP//?.sy> —  ang. heat shock proteins (genes), 
białka/geny szoku termicznego (stresu komórkowego); LZ — 
ang. leucine zipper, struktura białkowa określana jako zamek 
lecynowy; MAR —  ang. matrix associated region, region DNA 
pełniący funkcją przyczepu do białek macierzy jądrowej; N-ko- 
niec — koniec aminowy białka; NLS —  ang. nuclear localiza
tion signal, sekwencja aminokwasowa warunkująca transport 
białka do jądra komórkowego.

I. Wstęp

Geny szoku termicznego zaliczane są do grupy ge
nów stresu komórkowego (ang. heat shock fa m ily  o f  
stress p ro teins) [1 ,2]. Ekspresję tych genów, w skró-

'Prof. dr hab., 2Dr, Centrum Onkologii-Instytut im. Marii 
Skłodowskiej-Curie, Oddział w Gliwicach, Zakład Biologii 
Nowotworów, ul. Wybrzeże Armii Krajowej 15, 44-101 
Gliwice; e-mail: krawczyk@onkol.instonko.gliwice.pl

cie nazywanych genami hsp (ang. heat shock pro te 
in) indukuje ekspozycja komórek na liczne egzogen
ne i endogenne czynniki (nazywane stresorami, ang. 
m olecular stressor  lub cellular s tressor), które po
wodują powstawanie nieprawidłowych białek (np. w 
wyniku denaturacji lub nieprawidłowych modyfika
cji polipeptydów) [3]. Sygnałem informującym ko
mórkę o konieczności pobudzenia ekspresji genów 
hsp mogą być prawdopodobnie także zmiany 
właściwości błony plazmatycznej [4], Poznanym 
jako pierwszy i jednocześnie jednym  z najsilniej
szych induktorów genów hsp  jest szok termiczny 
wywoływany przez wzrost temperatury środowiska 
komórki o kilka do kilkunastu stopni powyżej tem pe
ratury fizjologicznej [5]. Stopień ekspresji genów 
hsp może się zmieniać także w czasie prawidłowych 
procesów fizjologicznych oraz w stanach patologicz
nych. Mechanizm aktywacji transkrypcji genów hsp 
pod wpływem tych bodźców nie jest jeszcze  dobrze 
poznany (Rozdział VII).

Elementem integrującym różne drogi aktywacji 
genów hsp i jednocześnie ostatnim lub jednym  z koń
cowych etapów indukcji transkrypcji tych genów jest 
aktywacja swoistego czynnika transkrypcji HSF 
(ang. heat shock fa c to r , Rozdział III), który następ
nie oddziałuje ze swoistą sekwencją regulatorową 
HSE (ang. heat shock elem ent, Rozdział IV) w ystę
pującą w promotorach genów hsp  [6],

24 POSTĘPY BIOCHEMII 46(1 ), 2 0 0 0http://rcin.org.pl

mailto:krawczyk@onkol.instonko.gliwice.pl


Geny szoku termicznego stanowią grupę bardzo 
liczebną i heterogenną, w której wyodrębnia się pięć 
głównych wielogenow ych rodzin nazywanych: 
hsplOO, hsp90, hsp70, hspóO i hsp25/21  [1, 2]. N ie
które rodziny, np. hsp70  czy hsp90  zawierają oprócz 
genów indukowalnych termicznie także geny nazy
wane pokrewnym i (ang. heat shock cognate genes), 
których aktywność nie zmienia się pod wpływem 
szoku term icznego (patrz [7]). Jednym z takich 
białek o właściwościach zbliżonych do białka 
HSP70, o którym będzie dalej mowa w kontekście re
gulacji ekspresji genów hsp  jes t cytoplazmatyczne 
białko HSC70 [7]. Większość, a być może wszystkie 
białka HSP funkcjonują jako  tak zwane białka opie
kuńcze (ang. m olecular chaperons) kontrolujące 
zmiany konformacji białek komórkowych i będące 
ważnym, konserwowanym  ewolucyjnie m echani
zmem komórkowej homeostazy i cytoprotekcji [8 ,

9]-
Spośród genów szoku termicznego jedynie geny 

hsp70i (ang. inducible) nie są transkrybowane w ko
mórkach prawidłowych lub wykazują tylko n ie
znaczny poziom  konstytutywnej ekspresji (ang. ba
sa l activity) w  temperaturze fizjologicznej i w n ie
obecności stresorów. Z tego względu geny te są  naj
częściej w ykorzystywanym  modelem do badania ak
tywacji transkrypcji indukowanej oddziaływaniem 
elementów regulacyjnych HSF-HSE. Niniejsza pra
ca poświęcona jest omówieniu mechanizmu regula
cji ekspresji genów hsp70  ssaków. Ze względu na 
znaczne międzygatunkowe podobieństwo zarówno 
struktury genów hsp70  jak  i mechanizmu ich ekspre
sji w wielu miejscach wspominane będą także 
właściwości układu transkrypcji genów hsp innych 
gatunków.

II. Kinetyka ekspresji genów hsp70i. Autore
gulacja

Aktywacja genów hsp w odpowiedzi na działanie 
stresorów jes t  reakcją przejściową i odwracalną, re
gulowaną na poziomie transkrypcji i translacji [ 10]. 
Proces indukowanej termicznie ekspresji genów 
hsp70i obejmuje trzy fazy (Ryc. 1): aktywację tran
skrypcji, akumulację mRNA i białka oraz ham ow a
nie transkrypcji genu (faza atenuacji). Faza atenuacji 
kończy się z chwilą ustania transkrypcji genów 
hsp70  (lub powrotu do konstytutywnego poziomu 
ekspresji). W komórkach poddanych przedłużonej 
ekspozycji na szok termiczny faza ta trwa dłużej niż 
w komórkach, z których środowiska usunięto czyn
nik stresujący [11-13, przegląd w 10]. Stopień induk- 
cji genów hsp70i i czas trwania fazy atenuacji zależą

Ryc. 1. Przykłady kinetyki ekspresji genów hsp70i pod wpływem szoku 
termicznego. A. Komórki wątrobiaka szczura (linia Fe33) trans- 
fekowano plazmidem zawierającym fragment promotora genu 
hsp70.1 szczura złączony z genem CAT (bakteryjna acetylo- 
transferaza chloramfenikolu) i inkubowano w temp. 42°C w 
podanym czasie. Następnie badano aktywność CAT w lizatach 
komórkowych, stosując jako substrat C 14-chloramfenikol. Pro
dukty reakcji rozdzielano metodą chromatografii cienkowar
stwowej. a —  substrat; b, c —  acetylowanc formy chlolamfeni- 
kolu (intensywność zaczernienia plam odzwierciedla aktyw
ność promotora genu hsp70.1) (Z. K r a w c z y k  i P. W o l n i -  
c z e k ,  dane niepublikowane). B. Komórki ludzkie HeLa inku
bowano w temp. 42°C w podanym czasie. Następnie badano sto
pień ekspresji genu hsp70.1 w izolowanych jądrach komórko
wych metodą „run on". Dane wyrażono w jednostkach 
arbitralnych. Na podstawie [11],

od wielkości różnicy pomiędzy temperaturą fizjolo
giczną i temperaturą szoku termicznego, a także od 
gatunku organizmu i rodzaju komórek, przy czym 
stopień ekspresji genów hsp70i skorelowany jest na 
ogół ze stężeniem aktywnego czynnika HSF [11], 
Wzór ekspresji genów hsp70i, a zwłaszcza przebieg 
fazy atenuacji w przypadku indukcji tych genów 
przez czynniki inne niż szok termiczny nie jest je sz 
cze dobrze poznany.

Intensywna transkrypcja i translacja genów 
hsp70i ustaje po spadku temperatury do wartości fi
zjologicznej, lecz podwyższony poziom białek 
HSP70 w komórkach może utrzymywać się przez 
dłuższy czas (od kilkunastu do kilkudziesięciu go
dzin) wywołując stan termotolerancji [14], Równo
cześnie od dawna obserwowano, że wzrost stężenia 
białek HSP może być czynnikiem hamującym akty
wację genów hsp70i. Np. w komórkach S. cerevisiae 
podwyższenie poziomu endogennych białek HSP70
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powodowało spadek stopnia ekspresji genu wskaźni
kowego znajdującego się pod kontrolą promotora 
hsp70  [15]. Także w komórkach ludzkiej białaczki 
limfoblastycznej, które w wyniku stabilnej transfek- 
cji genem hsp70i syntezowały konstytutywnie białko 
HSP70i faza atenuacji była znacznie krótsza niż w 
komórkach kontrolnych [ 17]. Z kolei mutacja genów 
hsp70, objawiająca się brakiem funkcjonalnego 
białka powodowała w komórkach S. cerevisiae  po
budzenie ekspresji innych genów hsp  [16, 18]. Opi
sane wyżej obserwacje i wiele innych wskazywały, 
że proces ekspresji genów hsp70  podlega autoregula
cji, a negatywnym elementem regulacyjnym są 
prawdopodobnie białka HSP70i i HSC70 [19, 
przegląd w 10]. Problem ten będzie omawiany sze
rzej w rozdziale III-3.

Należy wspomnieć, że mimo odmiennego m echa
nizmu aktywacji genów hsp  u bakterii, transkrypcja 
tych genów także podlega autoregulacji i, podobnie 
jak  u eukariontów, negatywnym elementem regulacji 
jest odpowiednik HSP70 —  białko DnaK [20, 21].

III. Czynniki transkrypcji HSF

U drożdży i muszki owocowej występuje tylko j e 
den czynnik transkrypcji HSF, natomiast u roślin w y
ższych i kręgowców jes t  ich kilka i są one kodowane 
przez odrębne geny. U myszy wykryto dwa czynniki: 
HSF1 i HSF2 [22], zaś u człowieka trzy: HSF1 [23], 
HSF2 [24] i HSF4 [25]. Trzy czynniki HSF (HSF1, 
HSF2 i HSF4) wykryto także u kury [26]. D otych
czas nie sklonowano czynników HSF szczura. Obec
ność kilku typów cząsteczek HSF u wyższych euka
riontów służy, prawdopodobnie, zróżnicowaniu od
powiedzi komórek w sposób zależny od rodzaju stre- 
sora i komórki.

HSF zaliczany bywa do rodziny czynników tran- 
skrypcyjnych ETS, której głównym przedstawicie
lem jest białko kodowane przez protoonkogen Ets-1, 
a do której należą między innymi także: CAP (ang. 
catabolite activator protein), HNF-3 (ang. hepcitocy- 
te nuclear fa c to r ), bakteryjne czynniki a 32 i a 70, 
będące alternatywnymi podjednostkami polimerazy 
RNA i inne [27]. Wyznacznikiem podobieństwa po
między białkami rodziny ETS jes t struktura domeny 
oddziałującej z DNA o budowie typu helisa-skręt- 
helisa (ang. helix-turn-helix, HTH), oraz motyw 
G AA w sekwencji DNA rozpoznawanej przez te 
białka (patrz rozdziały III-2 i III-3).

U drożdży S. cerevisiae  delecja genu /?s/jest letal- 
na [28]. Efekt letalny można znieść poprzez tranfek- 
cję komórek o genotypie hsf-l- p lazmidem kodują
cym ludzki czynnik HSF1 lub HSF2 [29], co świad

czy o znacznym międzygatunkowym podobieństwie 
funkcjonalnym pomiędzy czynnikami HSF. Delecja 
lub mutacje genu h s f  u muszki owocowej nie są 
letalne, w pływ ają jedynie  na niektóre procesy życio
we. Znacznie zmniejsza się przeżywalność komórek 
w warunkach ostrego szoku termicznego a także ha
mowane są procesy rozwoju i oogenezy, jednak bez 
powstawania widocznych zmian morfologicznych 
[30]. Wstępne badania wykazują, że także u myszy 
delecja genu HSF 1 nie wpływa na ogólne funkcje ży 
ciowe jednak  w komórkach h s fl- l-  nie pojawia się 
stan termotolerancji [31],

III-l. W łaściwości czynnika HSF1

Czynnik HSF1 kręgowców jest funkcjonalnym 
odpowiednikiem uniwersalnego czynnika HSF niż
szych eukariontów, który indukuje transkrypcję ge
nów hsp70i i innych genów hsp pod wpływem szoku 
termicznego oraz wielu innych stresorów. HSF1 syn
tezowany jes t konstytutywnie w prawidłowych wa
runkach fizjologicznych a aktywność genu h sfl  nie 
wzrasta pod wpływem szoku termicznego. W warun
kach prawidłowych cząsteczki HSF1 znajdują się w 
cytoplazmie w postaci nieaktywnego monomeru, 
niezdolnego do wiązania się z DNA. Szok termiczny 
lub inny rodzaj stresu indukuje transformację HSF1 
w aktywną, trimeryczną formę (Rozdział III-3). 
HSF 1 (a także niektóre inne czynniki HSF; patrz roz
działy V i VI) to jedyne znane czynniki transkrypcyj- 
ne, których aktywna forma ma postać homotrimeru. 
Trimeryczne cząsteczki przemieszczają się do jądra 
komórkowego, przy czym rozmieszczenie HSF1 w 
nukleoplazmie jes t nierównomierne. Czynnik gro
madzi się w kilku miejscach tworząc wyraźne granu
le o nieregularnym kształcie zanikające w fazie ate
nuacji [32, 33]. Lokalizacja granul HSF1 nie pokry
wa się z lokalizacją transkryptów genów hsp70  i 
hsp90. Liczba i wzór rozmieszczenia granul nie zale
ży od rodzaju czynnika stresującego. Liczba granul 
HSF 1 jest jednak skorelowana z ploidią. Funkcjonal
ne znaczenie granul HSF1 nie jest na razie jasne.

III-2. Struktura czynnika HSF1

W cząsteczce HSF ssaków, roślin wyższych, 
drożdży i muszki owocowej można wyróżnić kilka 
regionów o podstawowym znaczeniu dla funkcji tego 
białka i jedynie w tych regionach cząsteczki 
międzygatunkowe podobieństwo sekwencji 
aminokwasów jes t  znaczące [3, 34], W pobliżu 
N-końca cząsteczki HSF1 znajduje się domena DBD 
(ang. DNA binding dom ain), za pom ocą której HSF1
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oddziałuje z sekwencją HSE. Do domeny DBD 
przylega region oligomeryzacji, który jest miejscem 
oddziaływań z innymi cząsteczkami HSF w trimerze. 
W regionie tym wyróżnia się dwa motywy 
strukturalne nazywane HR-A i HR-B lub LZ1 i LZ2 
(HR od ang. hydrophobic repea ts ; LZ —  ang. leucine  
zipper) [3, 35, 36], Trzeci region homologii (HR-C 
lub LZ3 [34, 37]) znajduje się w części C-końcowej 
cząsteczki. Odpowiada on za utrzymywanie 
czynnika HSF w nieaktywnej, monomerycznej 
konformacji. W centralnej części cząsteczki znajduje 
się także sekwencja sygnałowa NLS (ang. nuclear  
localization signal) kierująca HSF do jądra 
komórkowego [3, 38]. Rozmieszczenie domen w 
cząsteczce HSF przedstawiono na rycinie 2. Badania 
krystalograficzne struktury domeny DBD czynnika 
HSF drożdży K luyverom yces lactis [39] oraz 
domeny DBD HSF muszki owocowej, wykonane za 
pom ocą NM R w roztworze [40, 41], ustaliły budowę 
przestrzenną tej domeny. Domenę tworzą trzy 
regiony helikalne i cztery o strukturze (3-harmonijki

A.

(ang. [3-sheet) uszeregowane w kolejności
a l -p i -p 2 - a 2 -a 3 -P 3 -P 4 .  Cztery ułożone antyrówno- 
legle fragmenty o strukturze P stanowią konstrukcję 
podtrzymującą motyw typu helisa-skręt-helisa (ang. 
helix-turn-helix, HTH) uformowany przez a-helisy 2 
i 3 [39-41], Prawdopodobnie, tak jak  w przypadku 
innych białek zawierających domenę HTH
fragmentem cząsteczki oddziałującym z DNA jest 
helisa 3 domeny HTH, tzw. helisa rozpoznająca (ang. 
recognition helix) [42],

Struktura domen HR-A, HR-B i HR-C jest podob
na, została ona przedstawiona na rycinie 2 na 
przykładzie najdłuższej domeny: HR-A. Domenę tę 
tworzy ciąg 5 bloków, z których każdy złożony jest z 
siedmiu aminokwasów uszeregowanych tak, że 
pierwsza i czwarta reszta aminokwasowa ma charak
ter hydrofobowy. Domeny przyjmują strukturę a -  
helisy, w której reszty hydrofobowe znajdują się po 
jednej stronie spirali. Jest to budowa typowa dla do
men mogących tworzyć strukturę tzw. zamka leucy- 
nowego (LZ). Struktury LZ m ogą za pomocą od-

B.

odddziaływania wewnatrz- 
lub międzycząsteczkowe
 ►

struktura typu 
zamka leucynowego

O
O

O O O ° o
O O O

o Q. 
o  o  
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o  O

1 4 1 4 4 1 4 4 1 4
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D.
motyw strukturalny HTH 

"helix-turn-helix"

Ryc. 2. Elementy struktury czynnika F1SF. A. Struktura domen hydrofobowych (HR) pokazana na przykładzie fragmentu domeny HR-A czynnika HSF 
muszki owocowej (sekwencja aminokwasów domeny oznaczona —  Dm HR-A; szczegółowy opis domen HR w tekście). Hydrofobowe amino
kwasy l i 4 (oznaczone ciemniejszymi kółkami) znajdują się po jednej stronie na powierzchni helisy. B. Schemat oddziaływań hydrofobowych 
pomiędzy a-helisami domen HR-A/B w trimerze HSF. Taki sam typ oddziaływań hydrofobowych warunkuje utrzymanie HSF w nieaktywnej, 
monomerycznej formie, z tą różnicą, że w tym przypadku są to oddziaływania wewnątrzcząsteczkowe i zaangażowane są weń dwie a nie trzy 
domeny HR (HR-A/B i HR-C). C. Schematyczne rozmieszczenie funkcjonalnych domen w cząsteczce HSF muszki owocowej (Dm) i HSF1 
człowieka (Hs). Oznaczenia: DBD —  domena oddziałująca z DNA, FłR — domeny hydrofobowe, NLS —  sygnał transportu do jądra, AD — 
domeny aktywujące. Liczby umieszczone pod prostokątami oznaczającymi poszczególne domeny oznaczają położenie w odniesieniu do 
pierwszego aminokwasu z końca aminowego białka. D. Schemat struktury drugorzędowej domeny oddziałującej z DNA (na przykładzie do
meny DBD ludzkiego czynnika HSF1). HI-H3: struktury helikalne, BI-B4 struktury (J-harmonijki. Na podstawie prac [3,40,43] i innych cyto
wanych w tekście.
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działywań hydrofobowych tworzyć połączenia za
równo wewnątrzcząsteczkowe jak  i miedzycząstecz- 
kowe. Przyjmuje się zatem, że aktywna, trimeryczna 
postać czynnika HSF powstaje w wyniku od
działywań między regionami helikalnymi HR-A/B 
trzech cząsteczek HSF, natomiast forma monome- 
ryczna utrzymywana jes t  poprzez wewnątrzcząstecz
kowe oddziaływania pomiędzy regionami HR-A/B i 
HR-C (Ryc. 3).

Z elementami kompleksu inicjacyjnego/tran- 
skrypcyjnego oddziałuje tzw. domena transaktywa- 
cyjna AD (ang. activation dom ain ). W cząsteczce 
HSF1 człowieka domena ta znajduje się w części 
C-końcowej cząsteczki i można w niej wyróżnić dwa 
podregiony ADI i AD2 [45-50]. Domena AD ludz
kiego HSF1 może funkcjonalnie zastępować domenę 
AD cząsteczki HSF D. m elanogaster  mimo braku 
istotnego podobieństwa na poziomie sekwencji ami-

Funkcja transaktywacyjna czynnika HSF1 w 
temperaturze fizjologicznej blokowana jes t  także w 
wyniku konstytutywnej fosforylacji niektórych reszt 
serynowych zlokalizowanych poza dom eną AD. 
Mutacja powodująca zastąpienie seryny alaniną w 
pozycji 307 cząsteczki HSF1 człowieka powoduje 
konstytutywną aktywność czynnika [52-54], 
Dotychczasowe badania wskazują, że kinazami, 
które mogą hamować aktywność czynnika HSF1 są 
kinaza ERKI M APK (ang. extracellu lar sig 
nal-regulated kinase m itogen-activa ted  protein  
kinase) i kinaza 3p syntazy glikogenu (GSK-3|3) 
[55].

III-3. Mechanizm aktywacji czynnika HSF1

Mechanizmy regulujące odwracalne przejścia po
między m onom eryczną a trimeryczną form ą czynni-

szok termiczny

atenuacja

temp. fizjologiczna

Ryc. 3. Oddziaływania wewnątrz- i międzycząsteczkowe warunkujące odwracalne przemiany konformacyjne (trimcryzacja versus monomeryza- 
cja)czynnika HSF. Na podstawie prac [36, 37], Szczegóły opisano w tekście

nokwasów. [51]. Domena AD stymuluje zarówno 
inicjację transkrypcji jak  i elongację przy czym w 
obu procesach zaangażowane są w sposób zróżnico
wany subdomeny AD1 i AD2 [50].

Domeny AD czynnika HSF1 człowieka i muszki 
owocowej wyodrębnione z cząsteczki HSF i złączo
ne z domeną DBD czynnika transkrypcji GAL4 akty
wują geny wskaźnikowe w sposób konstytutywny, 
niezależnie od szoku termicznego [51, 49]. Nato
miast w natywnej cząsteczce HSF1 transaktywacyj
na funkcja regionu C-końcowego cząsteczki HSF1 
podlega negatywnej regulacji poprzez fragmenty 
cząsteczki zlokalizowane pomiędzy domenami DBD 
i AD1 [46, 49]. Zatem, region C-końcowy cząsteczki 
HSF1 funkcjonuje jako domena transaktywacyjna j e 
dynie w warunkach szoku termicznego lub pod 
wpływem innych stresorów [46, 47].

ka HSF1 w komórkach ssaków nie są jeszcze  w pełni 
poznane. Szereg obserwacji cytowanych poniżej 
ugruntowało przeświadczenie, że struktura monome- 
ryczna HSF1 utrzymywana jest poprzez w ew nątrz
cząsteczkowe oddziaływania, jednak  w ym aga dodat
kowo stabilizacji przez czynnik (czynniki?) 
białkowy właściwy dla komórek eukariotycznych.

Rekombinowane czynniki HSF1 człowieka i HSF 
muszki owocowej syntetyzowane w komórkach 
E. coli, spontanicznie przyjm ują strukturę oligome- 
ryczną [56, 57], natomiast syntetyzowane w kom ór
kach eukariotycznych pozostają w formie monome- 
rycznej [37, 56, 58]. Oczyszczony czynnik HSF1 
przechodzi w czasie aktywacji in vitro z formy mo- 
nomerycznej w trimer już  w 37°C, a przy pH obni
żonym do wartości 5.9 —  w temp. 25°C [57]. Podob
nie, część puli HSF1 oczyszczonego do homogenno-
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ści i zdenaturowanego za pom ocą chlorowodorku 
guanidyny samorzutnie przyjmuje w czasie renatura- 
cji postać trimeru już  w temperaturze 37°C. Jeśli jed-

monomerycznej w trimer zachodzi w temperaturze, 
w jakiej jes t on aktywowany w komórkach gospoda
rza [58, 60, 61].

STRES KOMÓRKOWY

Ryc. 4. Rola białek szoku termicznego w procesie aktywacji i inaktywacji czynnika HSF ssaków. Część lewa ryciny przedstawia domniemane od
działywania białek HSP z HSF w temperaturze Fizjologicznej. Środkowa część ryciny przedstawia cykl przemian konformacyjnych czynnika 
HSF1 w komórce w czasie odpowiedzi komórek na szok termiczny. Prawa część ryciny informuje o udziale wieloskładnikowych kompleksów 
białek HSP w procesie „naprawy” zdenaturowanych polipeptydów lub kierowaniu nieodwracalnie uszkodzonych białek na drogę proteolizy. 
Kolorem ciemniejszym oznaczono kompleksy białkowe lub formy konformacyjne białka HSF1 przeważające ilościowo na określonym etapie 
procesu. Grube strzałki oznaczają preferowany kierunek przemian konformacyjnych lub oddziaływań międzycząsteczkowych. Kółka ozna
czają podjednostki białek złożonych. Pięciokątem oznaczono inne niż HSP90 i HSP70/HSC70 (znane lub domniemane) składniki kompleksu. 
Na podstawie prac [65, 67],

nak renaturacja in vitro przebiega w obecności lizatu 
komórkowego to trimeryzacja następuje w 43°C 
[59]. Ponadto, temperatura w jakiej czynnik HSF1 
ulega trimeryzacji jest cechą swoistą gatunkowo. W 
przypadku syntezy i aktywacji czynnika HSF1 w 
układzie heterologicznym transformacja z formy

Ponieważ ekspresja genów hsp70  podlega autore
gulacji, za główny czynnik negatywnie regulujący 
ekspresję tych genów uznano początkowo białko 
HSP70i lub/i HSC70. Wydawało się to tym bardziej 
oczywiste, że obserwowano powstawanie komplek
sów HSP70/HSC70 z trimeryczną formą HSF1 [19,

POSTĘPY BIOCHEMII 46( 1), 2 0 0 0 29http://rcin.org.pl



62], a dodanie egzogennego białka HSP70 do eks
traktów otrzymanych z komórek kontrolnych ham o
wało powstawanie aktywnej formy czynnika [62]. 
Wyniki wstępnych badań sugerowały, że białko 
HSP70 może brać udział w inaktywacji czynnika 
HSF1 zarówno w fazie indukcji jak  i w fazie represji 
transkrypcji genów hsp70.

Pierwotna hipoteza autoregulacji zakładała, że w 
warunkach fizjologicznych białko HSC70 (lub/i 
HSP70i) tworzy kompleks z monomerem HSF1 
utrzymując czynnik transkrypcyjny w nieaktywnej 
formie. W komórkach poddanych działaniu szoku 
termicznego lub innego molekularnego stresora 
uszkodzone białka komórkowe współzawodniczą z 
czynnikiem HSF1 o opiekuńcze białko HSP70i/ 
HSC70. Powoduje to oddysocjowanie HSF1 z kom 
pleksu z białkiem opiekuńczym i samorzutną trime- 
ryzację czynnika. Aktywacja genów szoku termicz
nego i wzrost stężenia białka FISP70i, prowadzi do 
ponownego tworzenia się kompleksów HSF1- 
HSP70 i monomeryzacji czynnika transkrypcji [63]. 
W celu weryfikacji tego modelu podjęto szereg ba
dań, których wyniki można podsumować nastę
pująco:

1. HSP70 i HSC70 tworzą kompleks z trime- 
ryczną formą czynnika HSF1 [64, 65]. Fragmentem 
cząsteczki HSF 1, z którym w iążą się białka HSP70 i 
HSC70 jest C-końcowa domena transaktywacyjna, a 
szczególnie istotne znaczenie w tych oddziaływa
niach mają 4 C-końcowe aminokwasy [65]. Powsta
nie kompleksu nie wpływa na właściwość od
działywania trimerycznej formy HSF1 z DNA, ha
muje jednak aktywacyjną funkcję czynnika HSF1. 
Oprócz hamowania transkrypcji genów hsp, od
działywania białek HSP/C70 z HSF1 w komórce 
poddanej szokowi termicznemu sprzyjają m onom e
ryzacji czynnika HSF1 w czasie fazy atenuacji [64, 
65]. W fazie tej z transaktywacyjną domeną HSF1 
wiąże się oprócz HSP70 i HSC70 także kilka innych 
białek. Spośród nich zidentyfikowano dwa, 
HSP40/HDjl [65] i HSBP1 [66] i wykazano, że ha
mują one funkcję transaktywacyjną czynnika HSF 1. 
Nie stwierdzono, aby trimeryczna forma HSF1 two
rzyła kompleks z białkiem HSP90 [67],

2. W temperaturze fizjologicznej monomeryczna 
forma HSF1 tworzy kompleksy z białkami szoku ter
micznego HSP70, HSC70 [64, 68] i HSP90 [67, 69], 
Mimo, że białka HSP70 i HSC70 spowalniają proces 
powstawania oligomerycznej formy HSF1 [68], to 
główne znaczenie w utrzymywaniu czynnika w po
staci monomeru ma HSP90 [67]. Jednym z kluczo
wych dowodów wskazujących na rolę HSP90 jest ob
serwacja, że białko to usuwa HSF1 z kompleksów z

HSP70 i HSC70 oraz, że geldanamycyna, swoisty in
hibitor białka HSP90, znacznie przyspiesza proces 
trimeryzacji HSF [67], Kompleks HSP90-HSF jest 
nietrwały i może być wykryty jedynie w warunkach 
stabilizujących te oddziaływania [67],

Przytoczone dane wskazują, że zmiany konforma- 
cyjne czynnika HSF1 dokonują się poprzez złożone, 
wielostopniowe oddziaływania HSF z opiekuńczymi 
białkami HSP i białkami pomocniczymi, podobnie 
jak  to ma miejsce np. w przypadku aktywacji recep
torów hormonów steroidowych [70, 71]. Aktualny 
model zmian konformacyjnych czynnika HSF1, 
uwzględniający udział HSP90 i HSP/C70 w tym pro
cesie przedstawiony jest na rycinie 4.

IV. Struktura HSE. Oddziaływanie HSF1 z 
HSE

HSE ma budowę modułową, a jednostką struktury 
HSE jest pentanukleotyd nGAAn, gdzie n oznacza 
dowolny nukleotyd [72, 73], Metodą ukierunkowa
nej mutagenezy wykazano, że w pierwszej pozycji 
pentanukleotydu istnieje jednak preferencja dla A, 
co wyraża się wzrostem wydajności transkrypcji 
[74], natomiast G w pozycji drugiej jest całkowicie 
konserwatywna i jej substytucja hamuje transkrypcję 
[73]. Funkcjonalny element HSE jest ciągiem kilku 
(co najmniej trzech) pentanukleotydów nastę
pujących po sobie w odwróconej orientacji 
(przykładowo: [nGAAn] [nTTCn] [nGAAn]) przy 
czym, na ogół, nie wszystkie pentamery tworzące 
HSE mają idealną sekwencję nGAAn. W prom oto
rach różnych genów hsp70i liczba pentamerów nG A 
An w danym ciągu tworzącym HSE może wynosić 
od 3 do 8, liczba funkcjonalnych miejsc HSE waha 
się od 2 do 4, a wzajemne rozmieszczenie bloków 
HSE względem siebie i względem miejsca inicjacji 
transkrypcji także bywa odmienne. Każdy moduł 
nGAAn w regionie HSE oddziałuje z dom eną DBD 
jednej cząsteczki HSF1 w timerze [75, 76], Wraz ze 
wzrostem liczby pentanukleotydów w HSE zwiększa 
się liczba przyłączanych cząsteczek HSF1 i jed n o 
cześnie znacznie wzrasta stabilność kompleksu 
HSE-HSF, jakkolwiek nie wpływa to istotnie na po
ziom ekspresji genu [77, 78],

Badania prowadzone na modelu drożdży w ska
zują, że HSF może sterować zróżnicowaną ekspresją 
licznych genów w sposób zależny od struktury blo
ków HSE w poszczególnych genach [79, 80], Szcze
gólnie interesująca wydaje się możliwość od
działywania HSF z sekwencjami podobnymi do HSE 
znajdującymi się poza obszarem promotorów genów 
hsp. Jakkolwiek liczbę potencjalnie funkcjonalnych
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miejsc HSE o strukturze [nGAAn][nTTCn][nGAAn] 
w genomie ssaków ocenia się na około 10,000 [81 ] to 
prawdopodobnie większość z nich jest maskowana 
przez białka histonowe.

Z sekwencją HSE może oddziaływać także białko 
CHBF (ang. constitu ive H SE binding fa c to r)  będące 
represorem ekspresji genu hsp70i [82]. CHBF ziden
tyfikowano jako białko tożsame lub blisko spokrew
nione z podjednostką 70 kDa autoantygenu Ku [83]. 
Druga podjednostką (86 kDa) białka Ku jest u 
człowieka identyczna z białkiem kodowanym przez 
gen naprawy DNA XRCC5 [84]. Ku wydaje się być 
swoistym regulatorem ekspresji genów hsp70i, po 
nieważ zwiększenie stężenia podjednostki 70 kDa 
ludzkiego białka Ku w komórkach szczura hamuje 
indukowaną termicznie ekspresję jedynie tych ge
nów nie wpływając na stopień ekspresji innych ge
nów hsp [85, 86].

IV-1. Czynniki wpływające na powstanie funkcjo
nalnego kompleksu HSF-HSE

Wielokrotnie obserwowano, że związanie się ak
tywnej, trimerycznej formy czynnika HSF1 z HSE 
jest warunkiem koniecznym, lecz nie zawsze wystar
czającym, aby nastąpiła aktywacja transkrypcji genu 
hsp70i (a także innych genów hsp). Przykładem 
może być brak indukcji ekspresji genu hsp70i w ko
mórkach mysiej białaczki erytroleukemicznej pod
danych szokowi termicznemu [87], w komórkach 
NIH-3T3 traktowanych H20 2 [88], komórkach HeLa 
poddanych szokowi hipoosmotycznemu [89], czy w 
komórkach HeLa traktowanych salicylanem sodu 
[90] mimo, że we wszystkich wymienionych przy
padkach wykazano oddziaływanie trimerycznej for
my HSF1 z HSE. Należy wspomnieć, że aspiryna, 
mimo iż nie indukuje bezpośrednio genów hsp70i 
powoduje (zarówno in vivo jak  i in vitro), że indukcja 
transkrypcji genów hsp70i zachodzi w niższej tem 
peraturze, a stopień pobudzenia ekspresji tych ge
nów jest kilkakrotnie wyższy niż w komórkach nie- 
traktowanych salicylanem sodu [91,92]

HSF1 może także oddziaływać z promotorami 
różnych genów szoku termicznego w sposób wybiór
czy. Np. w komórkach siatkówczaka (retinoblasto
ma, linia Y79) poddanych szokowi termicznemu tri- 
mer HSF1 aktywuje ekspresję genów hsp90  nie 
wiążąc się jednak z HSE promotora genów hsp70i
[93]. Kolejny przykład ilustruje bardziej złożoną sy
tuację. W komórkach mysiej białaczki (linia CHI 
wywodząca się z limfocytów B) poddanych szokowi 
termicznemu in vitro trimer H S F 1 wiąże się z prom o

torem genu hsp70i, a jednak nie zostaje uruchomiona 
transkrypcja genów hsp70i. Jeśli te same komórki 
poddawane są hipertermii in vivo , po implantacji do 
jam y otrzewnowej myszy, to geny hsp70  sątranskry- 
bowane [94],

Sądzi się, że HSF 1 osiąga pełną aktywność w w y
niku dodatkowych modyfikacji trimeru. Jedną z nich 
jest prawdopodobnie zwiększony stopień ufosfory- 
lowania cząsteczki [58, 91, 95], Przytoczone 
przykłady wskazują, że skuteczne oddziaływanie ak
tywnego czynnika HSF1 z sekwencjami HSE in vivo 
może być warunkowane modyfikacjami czynnika, 
strukturą chromatyny w obszarze promotora genu 
hsp, a także wpływem lokalnego środowiska komór
kowego. Uwarunkowania te m ogą być przyczyną 
narządowego i komórkowego zróżnicowania stopnia 
aktywacji transkrypcji genu hsp70 in vivo.

V. Właściwości czynnika HSF2

Dotychczas wyodrębniono i poznano strukturę 
czynników HSF2 myszy [21], człowieka [23] i pom i
dora [96]. U roślin czynniki HSF1 i HSF2 pełnią po
dobną funkcję będąc aktywatorami transkrypcji ge
nów hsp w odpowiedzi na szok termiczny, natomiast 
u ssaków funkcje tych czynników są zróżnicowane. 
Ogólny plan budowy HSF1 i HSF2 jest podobny. 
Cząsteczka HSF2 zawiera, podobnie jak HSF1 do
menę DBD (oddziałującą z DNA), domenę oligome- 
ryzacyjną HR-A/B, sekwencję HR-C odpowiadającą 
domenie hamującej trimeryzację czynnika HSF1 
[24] oraz domenę transaktywacyjną [97]. Istotne po
dobieństwo sekwencji aminokwasów pomiędzy 
czynnikami HSF1 i HSF2 zaznacza się jedynie w re
gionach DBD, HR-A/B i HR-C [24],

U myszy wykryto HSF2 we wszystkich badanych 
narządach. Czynnik ten może występować w postaci 
co najmniej dwóch izoform —  a  i (3, powstających w 
wyniku alternatywnego składania mRNA [98, 99]. 
Forma a  w porównaniu z formą [3 zawiera 
dodatkowo 18 reszt aminokwasowych w części 
C-końcowej cząsteczki [98]. W testach 
transfekcyjnych czynnik H S F 2-a  znacznie silniej 
niż HSF2-P aktywuje gen wskaźnikowy znajdujący 
się pod kontrolą promotora zawierającego sekwencje 
HSE [98]. Poziom HSF2 jest zróżnicowany 
narządowo; najwięcej białka wykryto w jądrach, 
mięśniach szkieletowych i mózgu, natomiast 
najmniej w wątrobie, śledzionie i nerce [99], Według 
S a r g e i wsp., [100] forma a  przeważa w jądrach, a 
forma (3 dominuje w mózgu, natomiast według 
A l a s  t a l  o i wsp., [101] w jądrach dominującą
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form ą jes t  raczej forma p. W jądrach najwyższe 
stężenie HSF2 występuje w spermatocytach w sta
dium pachytenu i we wczesnych spermatydach [ 100, 
101]. U szczura maksymalna ekspresja obu form ( a  i 
p) następuje w stadium III cyklu nabłonka 
plemnikotwórczego [ 101].

N ieaktyw ną postacią HSF2 jes t  dimer; forma 
w iążąca się z DNA jest trimerem. Nie stwierdzono, 
aby powstawały heteromeryczne formy czynników 
HSF1 i HSF2. W większości badanych tkanek czyn
nik HSF2 występuje w postaci dimerycznej, a ponad
to większość bodźców, pod w pływem  których HSF1 
ulega trimeryzacji nie aktywuje HSF2. Czynniki 
H S F 1 i HSF2 m ogą wiązać się z tymi samymi bloka
mi sekwencji HSE, wykazują jednak  nieco odmienne 
preferencje co do sposobu oddziaływań. Optymalną 
strukturą, z którą wiąże się HSF 1 jes t  HSE złożony z 
co najmniej 4 podjednostek, a w przypadku HSF2, 
HSE złożony z 2-3 pentamerów [76, 102].

Rola czynnika HSF2 w aktywacji transkrypcji ge
nów nie jes t jasna. Konstytutywną trimeryzację 
HSF2 i wysokie stężenie jego  aktywnej postaci w y
kryto w komórkach raka zarodkowego linii F9 i 
PCC 4.aza .R l [103], w kom órkach wczesnego zarod
ka myszy, w stadiach postimplantacyjnych [104] i w 
kom órkach spermatogenicznych myszy [ 100]. 
Mimo, że HSF2 wiąże się z HSE in vitro , to in vivo 
nie wykazano ani oddziaływań tego czynnika z pro
motorem genów hsp70i, ani jednoznacznego udziału 
czynnika w aktywacji genów hsp. Udział HSF2 w re
gulacji transkrypcji genu hsp70i sugerowano w przy
padku pobudzenia ekspresji genu hsp70i (bez 
znaczącej aktywacji HSF1) w czasie różnicowania, 
pod wpływem heminy, ludzkich komórek białaczki 
szpikowej linii K562 [105]. Wyniki testów transfek- 
cyjnych wskazywały, że formą HSF2, która dominu
je  w komórkach K562 i aktywuje ekspresję genu 
hsp70i jes t  forma a ,  natomiast forma [3 działa repre
syjne [106]. Udział HSF2 jako  czynnika akty
wującego gen hsp70  w komórkach K562 został je d 
nak poddany w wątpliwość [ 107], przedstawiono bo
wiem dowody, że ani ekspresja chimerycznego genu 
zawierającego domenę transaktywacyjną czynnika 
HSF2 złączoną z dom eną DBD czynnika GAL4, ani 
znaczny wzrost stężenia czynnika HSF2 nie aktywu
je  genu wskaźnikowego w komórkach K562 stymu
lowanych heminą. Wymienieni autorzy [107] akty
wację genu hsp70i pod wpływem heminy przypisują 
czynnikowi HSF1.

Brak korelacji pomiędzy stopniem ekspresji 
genów hsp  i poziomem HSF2 sugeruje, że HSF2 
może być czynnikiem transkrypcyjnym dla genów 
innych niż geny hsp. Dotychczas udało się jedynie

wykazać, że czynnik HSF2 może aktywować 
transkrypcję genu tioredoksyny [106], Istnieją 
przesłanki wskazujące, że aktywacja genów (w tym 
także hsp) przez HSF2 wymaga obecności swoistych 
kofaktorów. Posługując się metodą „dwuhybry- 
dow ą” (ang. tw o-hybrid assay) wykazano, że w 
komórkach K562 z czynnikiem HSF2 wiąże się 
białko nukleoporyna p62, główny składnik 
kompleksu porowego [108]. Wiązanie odbywa się 
poprzez domenę trimeryzacyjną czynnika HSF2 i 
C-końcową helikalną domenę nukleoporyny. 
Nukleoporyna może być jednym  z czynników 
hamujących aktywację HSF2. Wymieniona wyżej 
grupa badaczy wykryła także swoiste dla jąder (tes- 
tes) białko HSF2BP, które oddziałuje z HSF2 [102], 
Funkcja tego białka nie jest na razie znana.

Najnowsze badania wskazują, że HSF2 
trimeryzuje i indukuje ekspresję genów hsp  w 
warunkach zablokowania funkcji proteasomu [ 110, 
111], przy czym aktywacja HSF2 jest w znacznym 
stopniu niezależna od rodzaju komórek. Jednym z 
inhibitorów proteasomu jest hemina, stąd 
prawdopodobnie wzrost ekspresji genów hsp70  w 
komórkach K562 traktowanych tym związkiem. 
Zahamowanie funkcji proteasomu powoduje 
niespecyficzną aktywację ekspresji podobnego 
zestawu genów hsp jak  w przypadku aktywacji 
poprzez czynnik HSF1. Wysuwana jest hipoteza, że 
różne czynniki HSF aktywow ane są w odpowiedzi 
na różne „zestaw y” bodźców, zapewniając wzrost 
ekspresji genów hsp w odmiennych procesach. I 
tak, HSF1 jest  aktyw ow any gdy konieczne jes t 
zapewnienie ochrony białek przed denaturacją, 
natomiast HSF2 jes t  aktywow any gdy zachodzi 
potrzeba usunięcia poliubikw itynowanych białek 
przeznaczonych do degradacji proteolitycznej 
[ 110].

VI. Inne czynniki HSF wyższych eukariontów

W komórkach ptasich, oprócz HSF1 i HSF2 w y
stępuje czynnik HSF3. Aktywna trimeryczna forma 
HSF3 powstaje w wyższej temperaturze szoku ter
micznego i po dłuższym czasie od zadziałania szko
dliwego bodźca, a więc w bardziej ekstremalnych 
warunkach niż to ma miejsce w przypadku HSF1. 
Dotychczasowe badania sugerują, że HSF3 może 
działać w sposób swoisty tkankowo, a także może 
aktywować geny hsp w sposób zależny od cyklu ko
mórkowego [25, 112, 113]. HSF3 wydaje się być m o
dulatorem aktywności HSF 1, bowiem obserwowano, 
że w komórkach pozbawionych genu hsf3 czynnik 
HSF1 nie ulega trimeryzacji i transkrypcja genów
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hsp jest zahamowana. Ponowne wprowadzenie genu 
hsj'3 do komórek o genotypie hsf3 -/- przywraca 
zdolność czynnika HSF1 do trimeryzacji [114].

Ludzki czynnik HSF4 różni się od innych czynni
ków HSF brakiem C-końcowej domeny HRC i nie 
wykazuje zdolności aktywowania transkrypcji ge
nów hsp. Ekspresja HSF4 jes t zróżnicowana tkanko
wo —  w najwyższym stężeniu występuje on w sercu, 
mózgu, mięśniach szkieletowych i trzustce. Po trans- 
fekcji genu hsf4  do komórek HeLa wykrywano obec
ność aktywnego trimeru HSF4, który wiązał się z se
kwencjami HSE powodując znaczny spadek pozio
mu ekspresji genów hsp [24], Czynnik HSF4, konku
rując o miejsce wiązania z czynnikiem HSF1 ma za
tem właściwości represora i prawdopodobnie jest 
jednym  z czynników odpowiedzialnych za tkankowo 
specyficzną represję genów hsp.

W komórkach roślin występuje do sześciu typów 
białek HSF. Ze względu na właściwości strukturalne 
roślinne czynniki HSF zostały podzielone na dwie 
klasy [115]. Czynniki klasy A posiadają w obrębie 
domeny HR-A/B insercję 21 aminokwasów, która 
potencjalnie może tworzyć strukturę typu „co- 
i le d -c o ir . Białko klasy B ma budowę typową dla in
nych znanych czynników HSF. Gen h sfA l  pomidora 
jest aktywny konstytutywnie, zaś geny hsfA2  i h sfB l 
indukowane są pod wpływem szoku termicznego. 
Prawdopodobnie niektóre roślinne czynniki HSF 
(szczególnie klasy B) mogą pełnić funkcje represo- 
rów transkrypcji lub modulatorów aktywności in
nych białek HSF. Obszerne omówienie właściwości 
roślinnych czynników HSF znajduje się w pracach 
[115, 116].

VII. Regulacja ekspresji genów hsp70i w tem
peraturze fizjologicznej

Geny hsp70i mając właściwość uaktywniania się 
pod wpływem czynników uszkadzających natywną 
strukturę białek mogą także ulegać „spontanicznej” , 
zróżnicowanej ekspresji w czasie prawidłowych 
procesów fizjologicznych (np. w czasie różnicowa
nia i rozwoju [117, 118]), w stanach patologicznych 
(np. w komórkach nowotworowych [119, 120]), czy 
w niektórych typach komórek dorosłych osobników 
(np. w komórkach mięśni [ 121], czy w niektórych 
komórkach mózgu i siatkówki [122]). Mechanizm 
aktywacji genów hsp70i w tych przypadkach nie jest 
w pełni poznany.

Promotory genów hsp70i oprócz sekwencji HSE 
zawierają także uniwersalne elementy regulacyjne 
typu „cis“ takie jak  „TATA-box” , „CAAT-box” , 
miejsce wiązania czynnika Spl i inne, których zna

czenie w regulacji ekspresji genów hsp70  nie zostało 
jeszcze w pełni zbadane. Spośród poznanych promo
torów genów hsp70i najbardziej złożony jest obszar 
regulacyjny ludzkiego genu hsp70.1 (locus HSP- 
A1 A); gen ten, traktowany jako modelowy, jest jed y 
nym genem hsp70i ssaków, którego mechanizm re
gulacji transkrypcji jest dosyć dobrze poznany.

Promotor genu hsp70.1  człowieka jest promoto
rem wstępnie uformowanym, co oznacza, że niektóre 
czynniki transkrypcji są trwale zasocjowane z se
kwencjami regulatorowymi także w warunkach fi
zjologicznych. Stale związane z promotorem są 
białka TBP (ang. TATA-box binding pro tein ), CBF 
(ang. CAAT-box binding p ro te in ) i Spl [123, 124], 
Wymienione oddziaływania są najważniejszymi ele
mentami warunkującymi podstawowy poziom kon
stytutywnej ekspresji (ang. basal expression) ludz
kiego genu hsp70  w temperaturze fizjologicznej 
[125]. Dodatkowo, poziom podstawowej ekspresji 
genu jest modulowany poprzez oddziaływanie spe
cyficznych czynników transkrypcyjnych z sekwen
cją SRE (ang. serum response elem ent) pod 
wpływem czynników wzrostowych zawartych w su
rowicy krwi [126], Ponadto ekspresja genu hsp70.1 
człowieka może być modulowana przez białko El A 
adnowirusa oraz białka p53, c-Myb, B-Myb, STAT-1 
i c-MYC (patrz niżej).

Na rycinie 5 przedstawiono schematycznie roz
mieszczenie znanych i potencjalnych elementów re
gulacyjnych „cis” w promotorze genu hsp70.1 
człowieka oraz zaznaczono ich udział w modulowa
niu ekspresji genu.

Aktywacja genu hsp70 .1 przez białko El A adeno- 
wirusa następuje w wyniku oddziaływań pomiędzy 
E l A a czynnikiem transkrypcji CBF [ 127], Z czynni
kiem CBF oddziałuje także białko p53 typu dzikiego 
hamując ekspresję genu [128], Z kolei niektóre for
my zmutowanego białka p53 aktywują ekspresję 
genu hsp70.1 w sposób zależny od sekwencji HSE, 
jednak nie wiążą się bezpośrednio z tą sekwencją 
[129].

Silnymi aktywatorami genu hsp70.1 w 
komórkach Q T6 są białka B-MYB i cyklina D l.  
Aktywacja wymaga obecności sekwencji HSE, 
jednak jej mechanizm jest nieznany [130], Słabszym 
aktywatorem genu hsp70 .1 niż B-MYB jest c-MYB. 
Najnowsze dane wskazują, że białko c-MYB tworzy 
kompleks z czynnikiem transkrypcji HSF3, co 
uaktywnia ten czynnik w temperaturze fizjologicznej 
[131]. Podobnie w komórkach HepG2 traktowanych 
INF-y czynnik transkrypcji STAT-1 tworzy 
kompleks z czynnikiem HSF; kompleks ten ma 
właściwość wiązania się z regionem HSE i
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aktywowania ekspresji genu hsp70.1  [132]. W 
promotorze genu hspJO .l człowieka znajdują się 
także dwa miejsca przyłączania białka c-MYC [133]. 
Delecja sekwencji wiążących c-MYC hamuje 
aktywację genu hsp70.1  indukowaną w komórkach 
HL-60 przez pole magnetyczne [134],

Przeświadczenie to wynika z licznych obserwacji 
zwiększonej przeżywalności komórek, w których z 
przyczyn fizjologicznych lub w wyniku manipulacji 
eksperymentalnych wzrasta stężenie białek HSP70i. 
Obecnie coraz większą uwagę poświęca się wyja
śnianiu roli jak ą  mogą pełnić białka HSP70i w ko-

Sp1 MYC-A Ap2 HSE Sp1 MYC-B CAAT Ap2 

-241 -230 -210 -190 -167 -160 -147 -130 -100

SRE
(-58)

HSE CAAT ’  Sp1 TATA Ap2

-65 -46 -28 -16

mRNA  -------►

hsp70

aktywność podstawowa

STAT, cyklina D1, MYB-B,

B

Ryc. 5. A. Struktura promotora genu hsp70.1(HSPAlA) człowieka. Prostokątami zaznaczono schematycznie rozmieszczenie elementów regulacyj 
nych „cis”. Liczby umieszczone pod prostokątami wskazują położenie określonej sekwencji regulacyjnej w odniesieniu do miejsca startu tran
skrypcji. Pozycja większości miejsc wg [78]; miejsca SRE wg [126], miejsc MYC wg [133], Podkreślono region promotora warunkujący pod
stawową, konstytutywną aktywność (ang. basal activity) genu w temperaturze fizjologicznej. B. Oddziaływania elementów regulacyjnych 
„trans" z sekwencjami regulacyjnymi genu hsp70.1. Czynniki warunkujące aktywność konstytutywną w warunkach fizjologicznych przedsta
wiono w postaci niezaciemnionych owali. Czynniki tran skry pcyjnc wpływające na pobudzenie bądź hamowanie transkrypcji pod wpływem 
różnych czynników stresujących oznaczono kolorem szarym. Oddziaływania nie w pełni potwierdzone oznaczono znakiem zapytania. Szcze
góły dotyczące oddziaływań poszczególnych elementów regulacyjnych „cis" i „trans" oraz cytowania prac źródłowych znajdują się w tekście.

W procesie aktywacji genu hsp70i, w pewnych sy
tuacjach ujawnia się znaczenie regulacyjne struktur 
chromatynowych wyższego rzędu. W czasie etnbrio- 
genezy myszy gen hsp70 .1 jest silnie aktywowany na 
etapie dwukomórkowego zarodka [135]. Z badań 
prowadzonych na myszach transgenicznych wynika, 
że jednym z elementów istotnych dla aktywacji tran
skrypcji genu hsp70.1  w tym czasie są sekwencje 
MAR (ang. m atrix associated  regions). Sekwencje te 
nie wydają się mieć jednak znaczenia w procesie ak
tywacji transkrypcji genu hsp70  indukowanej pod 
wpływem szoku termicznego [136].

VIII. Uwagi końcowe

Mimo braku pełnej wiedzy o funkcji białek szoku 
termicznego kodowanych przez geny hsp70i istnieje 
głębokie przekonanie o ich cytoprotekcyjnej funkcji 
w stosunku do komórek eksponowanych na działanie 
cytotoksycznych czynników egzo- i endogennych.

morkach, które syntetyzująje  konstytutywnie w tem 
peraturze fizjologicznej, a także badaniu jaki wpływ 
na przebieg rozmaitych chorób (w szczególności 
chorób nowotworowych) lub ich patogenezę może 
mieć zwiększona ekspresja genów hsp70i.

Poznanie mechanizmów regulujących ekspresję 
indukowaną i konstytutywną pozwoli w przyszłości 
sterować ekspresją tych genów w celach terapeu
tycznych. Indukcja genów hsp70i może bowiem 
sprzyjać zmniejszaniu zakresu uszkodzeń mięśnia 
sercowego i mózgu powstałych w wyniku niedotle
nienia, przyspieszać proces gojenia ran czy m odulo
wać odpowiedź immunologiczną. Z kolei ham ow a
nie ekspresji genów hsp70i może być pożądane w 
przypadku ich zwiększonej ekspresji: np. w kom ór
kach nowotworowych, kiedy zwiększony poziom 
białek HSP70i może przyczyniać się do powstania 
oporności na cytostatyki i cytolizę czy hamować pro
ces apoptozy. Omówienie obecnego stanu badań, 
których celem jest poszukiwanie warunków i fa rm a

hsp70
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ceutyków modulujących stopień ekspresji genów 
hsp70i, a także omówienie prób zastosowania genów 
hsp70i w terapii genowej może czytelnik znaleźć w 
innych pracach przeglądowych [7, 137].

Poznanie mechanizmu regulacji ekspresji genów 
hsp70i przyczyni się także do pełniejszego 
zrozumienia przyczyn zróżnicowanej narządowo i 
komórkowo ekspresji innych genów hsp oraz genów 
nie należących do głównych grup hsp, które w 
regionie promotora zawierają funkcjonalną 
sekwencję HSE (np.gen MDR1 [138]; gen APP
[139], czy niektóre geny kodujące białka MHC I
[140]), a także genów, których ekspresja jest 
hamowana przez czynnik HSF1 (np. gen c-fos [141]). 
Zagadnienia wspomniane w uwagach końcowych 
będą przedmiotem odrębnej pracy przeglądowej.
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W ykaz stosowanych skrótów: CK2 —  kinaza kazeinowa typu 
2 (ang. casein kinase type 2, EC 2.7.1.37); PK60S - -  kinaza 
białkowa podjednostki rybosomowej 60S; kinaza RAP I —  ki
naza kwaśnych białek rybosom ow ych (ang. Ribosomal Acidic 
Proteins kinase /); PKA —  kinaza białkowa zależna od cAM P; 
PKC —  kinaza białkowa zależna od Ca2+ i fosfolipidów; amino- 
acylo-tRNA, —  inicjatorowy am inoacylo-tRNA ; EF1, EF2 —  
czynnik elongacyjny 1, 2; kDa —  tys. Daltonów; A/r —  ciężar 
molekularny; pi —  punkt izoelektryczny.

I. Wstęp

1-1. W łaściwości fizykochemiczne rybosomu

Podstawową i integralną częścią aparatu transla- 
cyjnego w komórce są rybosomy. Te małe struktury o

1 Mgr, 2Dr, 3Dr hab., K atedra Biologii M olekularnej, Wydział
M atematyczno-Przyrodniczy, K atolicki U niw ersytet Lubelski,
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średnicy ok. 30 nm grupują i koordynują funkcjono
wanie kilkudziesięciu mało- i w ielkocząsteczko
wych składników biorących udział w złożonym pro
cesie biosyntezy białka. Rybosom to rybonuklcopro- 
teid złożony z dwu podjednostek —  dużej i małej. 
Każda z nich zawiera swoiste łańcuchy RNA oraz ze
staw białek inkrustujących kwasy nukleinowe. Ry- 
bosomalny RNA przybiera strukturę przypominającą 
jeża. Ta charakterystyczna forma powstaje wskutek 
wewnętrznego parowania zasad wchodzących w 
skład rRNA. Uważa się, że około 70% rRNA w ystę
puje w postaci odcinków sparowanych, a 30% w po
staci pojedynczych nici. Struktura ta jest zasocjowa- 
na z białkami, zajmującymi określone w stosunku do 
siebie pozycje [1], Rybosom jest dość sztywną bryłą, 
mogącą w pewnym zakresie zmieniać swoje kształty. 
W czasie biosyntezy białka jego elementy mogą się 
w stosunku do siebie przemieszczać. Tym niemniej 
na jego powierzchni są miejsca o stałym kształcie,
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przyjmujące różne cząsteczki współreagujące ze 
sobą w czasie translacji [ 1, 2).

Dużą część rybosomu stanowią białka rybosomo- 
we i stanowią one u Eucaryotci —  35%, zaś u Proca- 
ryota  50% m asy rybosomu. W spółuczestniczą one w 
konstrukcji rybosomu, a także pełnią rolę regula
cyjną. Białka rybosom ow e małej podjednostki ozna
cza się literą S (ang. sm a li) a dużej literą L (ang. lar- 
g e ), oraz numerami zgodnymi z ich lokalizacją po 
rozdziale elektroforetycznym w żelu poliakrylami- 
dowym. Większość białek rybosomowych to poli- 
peptydy zasadowe pełniące głównie funkcję struktu
ralną tworząc kompleks z rRNA. Rolę regulacyjną w 
biosyntezie białka przypisuje się białkom kwaśnym
[3]- '

II. Kwaśne białka rybosomowe

II-1. Ogólna charakterystyka białek kwaśnych

Białka kwaśne wykryto po raz pierwszy ponad 20 
lat temu w rybosomach Escherichia coli. Występują 
one w większej podjednostce rybosomowej wszyst-

oznacza się literą A (ang. acid ic ), a eukariotyczne li
terą P (ang. phosphorylated).

Białka kwaśne Procaryota  i Eucaryota  posiadają 
wiele cech wspólnych: niską masę cząsteczkową 
(10-19 kDa), charakter kwaśny (pl od 3,0 do 5,0), 
dużą zawartość hydrofobowych domen bogatych w 
alaninę (stanowi do 20% aminokwasów polipepty- 
du), niską zawartość aminokwasów aromatycznych i 
argininy, brak cysteiny, dużą zawartość struktury 
a-helisy, zdolność do dimeryzacji, obecność w kilku 
kopiach w rybosomie, udział w formowaniu struktu
ry „palca” (Ryc. 1), oddziaływanie z czynnikami 
translacyjnymi, brak degradacji po odłączeniu od ry
bosomu (kumulują się w cytoplazmie) [4],

Jednym z charakterystycznych elementów struk
turalnych dużej podjednostki rybosomowej wszyst
kich organizmów jest trzon (potocznie zwany pal
cem), elastyczna wypukłość boczna, którą u bakterii 
tworzy pentameryczny kompleks złożony z dwóch 
dimerów białka L7 i L I 2 oraz jednej cząsteczki 
białka L 10, a w komórkach Eucaryota  z białek P 1, P2 
i PO. Uważa się, że struktura ta uczestniczy w inte
rakcji czynników elongacyjnych z rybosomem w

gory la  c/a

Ryc. 1. Struktura „palca” podjednostki rybosomowej 60S. Procesy fosforylacji i defosforylacji są mechanizmami regulującymi powinowactwo białek 
do rybosomu, a przez to wpływają na jego aktywność oraz poziom translacji [68], Zmienny skład a także ładunek „palca" rybosomowego 
może wpływać na jego konformację przestrzenną, skutkiem czego mogą być różnice w wydajności translacji różnych mRNA.

kich organizmów i są niezbędne do ich prawidłowe- czasie biosyntezy białka, a miejsce reakcji znajduje
go funkcjonowania. Prokariotyczne białka kwaśne się u jej podstawy [1 ,3 ,  4],
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II-2. Porównanie białek kwaśnych Procaryota i Eu- 
caryota

Białka kwaśne podjednostki rybosomowej 50S E. 
coli należą do najlepiej poznanych białek rybosomo- 
wych. Oznaczono je  symbolami L7/L12 [5]. Łańcu
chy obu białek zbudowane są ze 120 aminokwasów o 
identycznych sekwencjach i M r wynoszącym 12,2 
kDa. Różnica między L7 i L12 dotyczy acetylacji 
N-końcowej reszty serynowej, w białku L7 występu
je  acetyloseryna, a w białku L12 seryna [6], W 
związku z tym polipeptydy różnią się nieznacznie 
wartością punktu izoelektrycznego (pi): dla L7 pl= 
4,7 a dla L12 pl= 4,85. Cechą charakterystyczną tych 
białek jest wysoka zawartość alaniny, kwasu gluta
minowego, waliny i lizyny. Brak jes t w ich składzie 
tyrozyny, tryptofanu i cysteiny.

Acetylacja N-końcowej seryny białka L I 2 nastę
puje jeszcze przed przyłączeniem polipeptydu do ry- 
bosomu. Poziom jej nie jes t stały i podlega on w yra
źnym zmianom podczas hodowli komórek E. coli 
[7]. Stosunek L7 do L12 spada we wczesnej, a w zra
sta w późnej fazie logarytmicznej. Pomimo w yra
źnych zmian poziomu acetylacji białka L I 2 , nie w y
kazano funkcjonalnego znaczenia obecności dwóch 
jego form. Rybosomy zawierające formę L12 w yka
zywały taką samą aktywność w procesie syntezy 
białka in vitro jak  zawierające tylko białko L7 lub

obie formy, L7 i L12 [8]. Badania genetyczne do
wodzą, że obie formy L7/L12 wykazują podobne ce
chy funkcjonalne. Inaktywacja genu kodującego ace- 
tylazę odpowiedzialną za tworzenie pochodnej m e
tylowej białka L 12 nie wpływa na wzrost komórki 
bakteryjnej [9]. Nie można jednak wykluczyć, że 
obie formy: L7 i L12 pełnią różne funkcje in vivo, za 
czym przemawia fakt, że rybosomy z komórek hodo
wanych na podłożu wzbogaconym zawierają 2-3- 
krotnie więcej białek L 12 niż rybosomy z hodowli na 
podłożu minimalnym podczas gdy ilość białka w for
mie L7 zmienia się tylko w niewielkim stopniu [8].

Białko L7/L12 E. coli zawiera dwie domeny 
strukturalne: w ydłużoną domenę N-końcową (reszty 
aminokwasowe od 1 do 36) i globularny fragment 
C-końcowy (reszty 53-120). W obrębie domeny 
C-końcowej występuje region o charakterze silnie 
kwaśnym i specyficznej strukturze, typowej dla tej 
grupy białek. Obie domeny łączy tzw. region zawia
su (reszty 37-52). Białka te występują w 4 kopiach na 
rybosomie i poprzez domeny N-końcowe tworzą di- 
mery. Wolne domeny C-końcowe stanowią elementy 
funkcjonalne. Oba homodimery L7/L12 przez inte
rakcję swoich N-terminalnych domen z C-końcem 
białka L10 tworzą pentameryczny kompleks 
(L7/L12)4L10, który następnie łączy się z wysoce 
konserwatywnym regionem 23S rRNA zakrywając 
miejsce wiązania białka LI 1 (Ryc. 2) [10, 11].

L10/P0 Białka kwaśne

Prokarionty

Archebakterie

Eukarionty

region
asocjacji

zLIO

region 
dimeryzacji

1  1 L7/L12

/
reg ion

elastyczny
(zawiasu)

\ /
moduły \

L J  Eoo^ M p i

la fo c  i  eooM p 9

100 aa

Ryc. 2. Porównanie struktur białek rybosomowych LI0/P0 i białek kwaśnych eubakterii, archebakterii i eukariontów na podstawie podobieństwa ich 
sekwencji aminokwasowych.
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Rybosom Eucaryota  zawiera białka kwaśne o po
dobnych w łaściw ościach fizykochemicznych do 
swoich bakteryjnych odpowiedników i jak  się w yda
je  podobnej funkcji. Ich podobieństwo przejawia się 
też na poziomie im munologicznym  [5-8, 10]. Ist
nieją dwa typy białek P: PI i P2. Stwierdzono je  w 
komórkach takich organizmów jak  np. człowiek, 
szczur, bezkręgowce, rośliny, drożdże. Charaktery
zują się one m asą cząsteczkow ą ok. 12 kDa oraz pi 
pomiędzy 3,0 i 4,0 [1, 3, 12, 13].

Drzewo filogenetyczne skonstruowane na podsta
wie homologii w  sekwencji aminokwasowej sugeru
je, że rodzina kwaśnych białek rybosom owych E uca
ryota  powstała drogą duplikacji pierwotnego genu. 
Pierwsza duplikacja spowodowała powstanie genów 
kodujących białka typu PI i P2, natomiast druga do
prowadziła do powstania czterech genów ko
dujących rodzinę białek kwaśnych u niższych E uca
ryota  [14], Podział na grupy P 1 i P2 wynika z porów 
nania sekwencji am inokwasow ych rybosomowych 
białek P pochodzących z wielu eukariontów, na
leżących do różnych gałęzi filogenetycznych, z 
białkami rybosom owym i ssaków.

W ten właśnie sposób wyróżniono cztery typy 
białek w drożdżach Saccharom yces cerevisiae. 
Białka te tworzą 2 pary, z których pierwsza należy do 
grupy PI-P I A i PI B a druga do grupy P2-P2A i P2B. 
Białka te do niedawna określano odpowiednio 
Y P la ,  Y P ip ,  Y P 2 a  i YP2p. W literaturze można 
spotkać inne, historycznie starsze nazewnictwo 
białek P2A, P2B i P 1B —  odpowiednio L44 lub L35, 
L45 lub L36 i L 4 4 ’ [15, 16](Tab. 1).

Tabela 1.

Odpowiedniki w nazewnictwie białek kwaśnych [15, 16]

Al Ax A2 A0

L44’ L44 L45

L35 L36

PI P2 PO

Y P la Y P ip Y P2a YP2p PO

P1A P1B P2A P2B PO

C-koniec wszystkich białek P charakteryzuje duża 
konserwatywność (Tab. 2). Końcowy peptyd 
DMGFGLFD [13,15] występuje u wszystkich orga
nizmów eukariotycznych, od drożdży aż po człow ie
ka [ 17]. Odstępstwa od tej reguły notowane są u nie
których roślin i pierwotniaków. Wysoka konserwa
tywność sekwencji aminokwasowej tego odcinka su
geruje jego w ażną rolę funkcjonalną. Niebagatelne

znaczenie tego peptydu podkreśla także fakt, że jest 
on eksponowany na powierzchni rybosomu. Przy
puszcza się, że to właśnie fragment DMGFGLFD re
aguje z czynnikami elongacyjnymi.

Także N-koniec u większości białek P wykazuje 
duże podobieństwo (Tab. 3). Wyjątek stanowią 
białka PI roślin oraz białka P2 pierwotniaków.

Ilość białek P jest różna u poszczególnych gatun
ków, lecz stała w obrębie jednego gatunku i wynosi 
od dwóch u ssaków do ośmiu u Trypanosoma crusi 
[ 12].

Rybosom drożdży zawiera cztery białka kwaśne 
[18-20]. Początkowa analiza białek rybosomowych 
S. cerevisiae  wykazała obecność trzech kwaśnych 
polipeptydów L44, L45 i L 4 4 ’[20]. Scharakteryzo
wano je, oczyszczono oraz otrzymano dla nich spe
cyficzne przeciwciała. Skłonowano także geny ko
dujące te białka. Białko L 44’ jes t skróconą formą 
białka L44 (stąd jego  nazwa L 4 4 ’). W oparciu o kon
serwatywny C-koniec tych polipeptydów skonstru
owano syntetyczne sondy oligonukleotydowe, dzięki 
którym zindetyfikowano gen kodujący kolejne 
białko kwaśne. Produkt tego genu nie był wykryw a
ny we wcześniejszych badaniach, ale dokonano tego 
w połączonym systemie transkrypcji-translacji genu 
sklonowanego in vitro. Białko to posiada taki sam 
koniec karboksylowy i wykazuje wszystkie cechy 
charakterystyczne dla typowych rybosomowych 
białek kwaśnych [21], Charakteryzuje się ono naj
niższym punktem izoelektrycznym spośród ryboso- 
malnych białek P [20].

Jak dotąd niewiele jes t wiadomo o przestrzennej 
budowie eukariotycznych białek P. Chociaż pełnią 
one te same funkcje co białka A Procaryota, to ana
logia sekwencji aminokwasowych pomiędzy nimi 
jes t  niewielka. Podobieństwo funkcjonalne białek P 
do L7/L12 przejawia się między innymi w tym, że 
przyłączają się do rybosomu końcem aminowym i 
eksponują koniec karboksylowy. Poza tym w roztwo
rach tworzą stabilne dimery przypominające bakte
ryjny dimer L7/L12. Ze względu na podobieństwo 
funkcjonalne omawianych białek postuluje się, że 
ich budowa strukturalna jes t  także zbliżona (globu- 
larna domena karboksylowa, połączona elastycznym 
regionem zawiasu z a -he lika lną  domeną N-koń- 
cową).

II-3. Rybosomalne białko PO i L10

Białko PO zostało opisane pierwotnie jako po
chodzący z rybosomów kurczęcia polipeptyd o masie 
40 kDa reagujący krzyżowo z przeciwciałami skiero
wanymi przeciwko białkom PI i P2 [22]. Podobne
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białka wykryto u innych eukariontów [23-26], a ta
kże u archebakterii [27], Białko to ma masę 38 kDa i 
jes t  białkiem rdzenia rybosomowego [28].

Pomimo niepełnej homologii sekwencji amino- 
kwasowej, PO i L10 uznawane są za funkcjonalnie 
homologiczne [29]. PO jest większe niż L10 i posiada 
na C-końcu przedłużenie, którego brak w polipepty- 
dzie bakteryjnym. Struktura pierwszorzędowa tego 
przedłużenia wykazuje duże podobieństwo do białek 
PI i P2. Białko PO podobnie jak  PI i P2 zawiera cha

rakterystyczną dla tych białek konserwatywną se
kwencję DMGFGLFD. Pod względem struktural
nym PO przypomina białko L10 połączone z innym 
białkiem kwaśnym [15].

Przypuszcza się, że białka PO i L I 0 pochodzą od 
tego samego prabiałka, które powstało na drodze fu
zji dwóch genów: pierwotnego genu kodującego 
białko L10 i genu kodującego inne rybosomalne 
białko kwaśne. Występujące obecnie bakteryjne 
białko L10 utraciło koniec karboksylowy w wyniku 
odmiennych dróg ewolucji Procaryota  i Eucaryota. 
Eukariotyczne PO wykazuje większe pokrewieństwo 
filogenetyczne do białka archebakterii niż eubakterii 
[30, 32]. Podobieństwo domeny C-końcowej białka 
PO do białek PI i P2 tłumaczy fakt reakcji krzyżowej 
z przeciwciałami skierowanymi przeciwko P 1 lub P2 
[27-31]. Jednak różnice w sekwencjach tych regio
nów (Tab. 2) powodują, że np. u T. crusi białko PO nie 
jes t w pełni rozpoznawane przez przeciwciała skie
rowane przeciwko peptydowi DMGFGLFD, domeny 
karboksylowej P1/P2 [31].

Białko PO, podobnie jak  L10, wiąże się bezpo
średnio z rRNA w centrum GTP-azowym [27], Siła 
wiązania jest dużo większa niż w rybosomie bakte
ryjnym, dlatego PO pozostaje związane z 60S w w a

runkach, które powodują całkowite usunięcie L 10 
[33].

W centrum GTP-azowym bakterii występuje po
nadto białko LI I .  Pomimo, że nie jest ono struktural
nym składnikiem „palca” to, podobnie jak L 10, 
wiąże się w tym miejscu na rybosomie. Białko L II 
jest położone u podstawy „palca” i jest składnikiem 
miejsca wiążącego czynniki elongacyjne [18, 19], U 
Eucaryota  funkcje te spełnia białko L 12 (u drożdży 
określane wcześniej jako LI 5) [34], Jego pokrewień-

stwo z L 11 Procaryota  przejawia się krzyżową reak
cją przeciwciał przeciwko bakteryjnemu białku L 11 i 
drożdżowemu L 12 [20], Poza tym białka te są najbar
dziej metylowanymi białkami rybosomalnymi [16]. 
Zarówno L 12 jak  i LII są łatwo usuwane z po
wierzchni rybosomu przez ekstrakcję roztworem 
NH 4Cl/etanol [34], a w roztworach łączą się w kom 
pleksy z białkami P [15].

W badaniach in vitro wykazano, że białka z oby
dwu systemów biologicznych, prokariotycznego i 
eukariotycznego, są wymienialnymi składnikami ry
bosomu, tzn. może dochodzić do wymiany tych 
białek pomiędzy rybosomem a pulą cytoplazma- 
tyczną [8, 15],

III. Struktura kompleksu P1/P2-P0

Białko PO reaguje z PI i P2 tworząc pentamerycz- 
ny kompleks analogiczny do kompleksu bakteryjne
go L10-L7/L12 [36], obecnego także u archebakterii 
[37]. Kompleks ten wyekstrahowano po raz pierwszy 
z trzustki psa [38] i komórek HeLa [25], Techniką re
akcji krzyżowych (ang. cross-linking ) stwierdzono, 
że rybosomalne białko PO jest o flankowane przez ho- 
modimery białek PI i P2 (Ryc. 1) [39], Przypusz

Tabela 2.

Podobieństwo sekwencji karboksylowego końca białek PI, P2 i PO u przedstawicieli różnych organizmów.

Organizm
Koniec karboksylowy*

PI P2 PO

Saccharomyces cerevisiae KEEEEAKEESDDDMGFGLFD EKEEEAAEESDDDMGFGLFD EAAAEEEEESDDDM GFGLFD

Schizosaccharomyces
pombe

KEEAKEEEESDEDM GFGLFD KEEAKEEEESDEDMGFGLFD EAAAEEEEESDEDMGFGLFD

Dictiostelium diseoideum KKEEVKKEESDDDM GFGLFD VVEEKKEESDDDMGMGLFD EAAEEKKEESDDDM GFGLFD

Tiypanosoma crusi AAAKKEEEEEDDDMGFGLFD APAAAAEEEEDDDMGFGLFD AEPEEEDDDDDFGM GALF

Rattus nor\’egicus EAKKEESEESEDDMGFGLFD DEKKEESEESDDDM GFGLFD VEAKEESEESDEDMGFGLFD

Homo sapiens EAKKEESEESDDDM GFGLFD DEKKEESEESDDDMGFGLFD V EAKEESEESDEDM GFGLFD

* Pogrubioną czcionką zaznaczono konsensus sekwencji aminokwasowych. Sekwencje uzyskano z bazy danych SW ISS-PROT (www.expa- 
sy.ch/sprot)
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czalną pentam eryczną budowę „palca” potwierdzo
no testem ELISA z zastosowaniem króliczych prze
ciwciał skierowanych przeciwko C-końcowemu 
peptydowi w spólnem u dla białek PO i P1/P2 [19].

W układach bakteryjnych i archebakterii [15] 
kwaśne białka reagują z białkiem L 10 poprzez dom e
nę aminową. Badania interakcji białek P u Eucaryota  
przeprowadzono stosując jako materiał doświadczal
ny S. cerevisiae. Do kom órek drożdży wprowadzono 
gen LacZ (kodujący (3-galaktozydazę). Następnie 
różnej długości fragmenty czterech genów ko
dujących białka kwaśne połączono z genem reporte- 
rowym. Ekspresja polipeptydów kodowanych przez 
te konstrukty genowe zależała od aktywności (3-gala- 
ktozydazy. Otrzymane w ten sposób produkty 
białkowe o długości co najmniej 50 N-końcowych 
aminokwasów po wprowadzeniu do komórki

III-l. Charakterystyka fenotypowa mutantów  
białek kwaśnych P1/P2

Żadne z wyżej wymienionych 4 białek kwaśnych 
występujących w komórkach Saccharom yces cerevi
siae  nie jest elementem bezwzględnie koniecznym 
do aktywności rybosomu, a zatem do przeżycia i 
wzrostu komórki [15, 43, 44], Odmiennie jest u S a c
charomyces pom be, gdzie jeden z genów kodujących 
rybosomalne białka kwaśne, P 1 lub P2, jest p raw do
podobnie niezbędny do przeżycia komórki [45, 46], 

Białka kwaśne S. cerevisiae  są kodowane przez 
pojedyncze i niezależne geny [20, 24, 47], Rolę każ
dego z genów zbadano stosując metodę mutacji. Ich 
inaktywacja wpływa na aktywność rybosomów, a 
dokładnie, na ilość białek P pozostających na rybo- 
somie oraz w całkowitych ekstraktach komórkowych

Tabela 3.

Sekwencje aminowego końca białek PI i P2 u przedstawicieli różnych organizmów Eukariota.

Organizm
Koniec aminowy*

PI P2

Saccharomyces cerevisiae M -ST-ESAL----SYAALILADS MKYLAAYLLLNAAGN- TPDA

Saccharomyces cerevisiae M- S—  D S U —  S FAAFI LADA MKYLAAYLLLVQGGNAAPSA

Schizosaccharomyces pombe M-SA—SEL—ATSYSALILADE MKYLAAYLLLTVGGKDSPSA

Schizosaccharomyces pombe M-SA—SEL—ATSYSALILADE MKYLAAYLLLTVGGKQSPSA

Dictiostelium discoideum MSEIKTEEL—ACIYSGLLLQDD MKYLAAYLLLTVGGKQSPSA

Artemia salina MA S - K- DEL-ACIYAALILLDD MRYVAAYLLAALSGNADPST

Drosophila melanogaster MST-K-AEL—ASVYASLILVDD MRYVAAYLLAVLGGKDSPAN

Rattus norvegicus MASV—SEL- ACI YSALI LHDD MRYVASYLLAALGGNSNPSA

Homo sapiens MASV—SEL—ACIYSALILHDD MRYVASYLLAALGGN S S PSA

*Pogrubioną czcionką zaznaczono konsensus sekwencji am inokwasowych. Sekwencje uzyskano z bazy danych SW ISS-PROT (www.expa- 
sy.ch/sprot)

wiązały się do cząsteczki rybosomu. Wynik ten po
twierdził, że rybosomowe białka kwaśne E ucaryota , 
tak jak Procaryota, w iążą się z rybosomem swoją do
meną N-końcową, podczas gdy domena C-końcowa 
nie odgrywa istotnej roli w tym procesie [33], 

Białka P1/P2, w przeciwieństwie do PO, można 
łatwo oddysocjować od rybosomu, co oznacza niższą 
stabilność kompleksu eukariotycznego niż prokario- 
tycznego. Oprócz tego kompleks ten łatwiej ulega 
denaturacji niż jego bakteryjny odpowiednik [15]. 
Porównanie obrazów elektronowych dużej podjed
nostki rybosomowej obu systemów wykazało, że 
struktura „palca” w rybosomach 70S jest bardziej 
wyeksponowana [40] niż w 80S [41, 42],

a także na metabolizm komórkowy tj. na wzrost ko
mórki. W większości przypadków, przy niezależnej 
inaktywacji pojedynczych genów, natężenie tych 
zmian jest niewielkie i zależy od rodzaju inaktywo- 
wanego genu. Mutacja genu P2A wywiera mały 
wpływ na szybkość wzrostu komórek mutanta, p o d 
czas gdy inaktywacja genu PI A zaburza funkcję ry 
bosomu w większym stopniu, co objawia się 
wydłużeniem czasu generacji komórek o ok. 50%. 
Dlatego uważa się, że białko PI A odgrywa większą 
rolę w funkcjonowaniu rybosomu [15, 43, 44], 

Badania szczepów, w których zinaktywowano 
dwa geny, pochodzące z dwóch różnych grup białek 
kwaśnych tj. PI i P2, sugerują jedynie nieznaczne
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wydłużenie czasu generacji komórek w porównaniu 
z komórkami mutantów niosących pojedynczy inak- 
tywowany gen. Jednakże mutanty syntetyzujące 
białka kwaśne należące tylko do jednej grupy ( P 1 lub 
P2) wykazują aż trzykrotne wydłużenie czasu gene
racji komórek w porównaniu z komórkami szczepu 
typu dzikiego. Rybosomy pochodzące z komórek 
mutantów nie zawierają żadnego białka kwaśnego; 
nawet tych, których geny były aktywne. Białka ko
dowane przez te geny występowały w stanie wolnym 
w cytoplazmie, czego dowodem była ich obecność w 
całkowitych ekstraktach komórkowych [15, 44, 45]. 
Obecność białek P w cytoplazmie, zwłaszcza w przy
padku mutacji genów grupy P I ,  oznacza słabe od
działywanie białek tylko jednego typu (PI lub P2) z 
rybosomem. Pomimo obecności cytoplazmatycznej 
puli białek P nie obserwowano zjawiska zastępowa
nia brakujących polipeptydów ani wzrostu ilości in
nych kwaśnych polipeptydów, co potwierdza ich 
specyficzność działania [15, 43-45]. Zatem w arun
kiem związania białek P z rybosomem jest u tworze
nie kompleksu zawierającego przynajmniej jedno 
białko kwaśne każdego typu, PI i P2. Istniejące dwie 
formy każdego z nich, A i B, m ogą tworzyć kom 
pleks z którąkolwiek z form drugiego typu. Każda 
taka kombinacja funkcjonuje w drożdżach, ale nie
które z nich, np. P 1A + P2B zapewniają wyższą efek
tywność syntezy białka [45].

Jedną z najbardziej zaskakujących obserwacji do
tyczących mutacji genowych jes t żywotność m utan
tów. Czas generacji komórek poczwórnego mutanta, 
jak również mutantów potrójnych, jes t zbliżony do 
czasu generacji podwójnych mutantów, posia
dających po dwa zinaktywowane geny kodujące 
białka jednego typu. W tak zmutowanych szczepach 
obecność wolnych białek P nie zwiększa szybkości 
wzrostu komórek, a w niektórych przypadkach ko
mórki syntetyzujące jedno białko P rosną wolniej niż 
komórki mutanta poczwórnego. Takie zjawisko ob
serwowano u jednego z mutantów potrójnych, u któ
rego zmutowano geny kodujące białka PI A, P1B 
oraz P2B. Zatem głównym czynnikiem pow o
dującym negatywny wpływ na wzrost komórek m u
tantów jest brak białek kwaśnych związanych z rybo
somem. Rybosom taki w pewnym stopniu spełnia 
nadal swe funkcje, tj. bierze udział w procesie trans
lacji [15, 44, 45, 47, 48]. Aktywność ekstraktów ko
mórkowych poczwórnego mutanta dowodzi, że 
białka P1/P2, będące składnikami rybosomu nie są 
konieczne do jego aktywności i syntezy białka za
równo in vivo jak  i in vitro  [45, 47]. Rybosomy m u
tantów podwójnych i poczwórnych pozbawione 
białek P wykazują ok. 35% aktywności w procesie

polimeryzacji z użyciem syntetycznych i natural
nych mRNA. Aktywność tą stymuluje w znacznym 
stopniu dodanie egzogennych białek P [15, 44, 47],

Najbardziej widoczną fenotypową konsekwencją 
braku białek kwaśnych jest wrażliwość komórek m u
tantów na obniżoną temperaturę, co objawia się bar
dzo słabym wzrostem komórek w temperaturze 
23°C, spowodowanym zmniejszoną szybkością syn
tezy białka. Brak dwu białek kwaśnych tej samej gru
py (PI lub P2) powoduje także zaburzenie zdolności 
do wykorzystywania niektórych źródeł węgla przez 
komórkę oraz do sporulacji w stanie diploidalnym. 
Wszystkie wymienione zmiany fenotypowe mogą 
być rezultatem zahamowania ekspresji któregoś z 
białek biorących udział w odpowiednich procesach. 
Zmiany te można odwrócić poprzez transformację 
zmutowanych komórek plazmidami niosącymi gen 
kodujący brakujące białko. Ekspresja tego genu po
zwala na utworzenie kompleksu białek P1-P2, 
wiążącego się z rybosomem [15, 47].

Brak białek kwaśnych na rybosomach drożdży 
powoduje zaburzenie wydajności translacji, lecz nie 
zmienia wyraźnie dokładności odczytywania kodo- 
nów mRNA w warunkach in vitro oraz zdolności do 
supresji kodonów nonsensownych in vivo [15, 47].

Zmiany szybkości translacji różnych rodzajów 
mRNA powodują pojawienie się odmiennego zesta
wu syntetyzowanych białek, a w konsekwencji różny 
wpływ na określone szlaki metaboliczne [47].

W przypadku drożdżowych mutantów poczwór
nych, potrójnych i wolno-rosnących mutantów po
dwójnych stwierdzono in vivo oraz in vitro znaczne 
zmniejszenie lub wręcz zahamowanie ekspresji w ie
lu białek, które mogą brać udział w wyżej wymienio
nych procesach fizjologicznych. Jednocześnie inne 
białka ulegają specyficznej ekspresji tylko w komór
kach zmutowanych, np. w komórkach mutanta po
czwórnego wzrósł poziom białek szoku cieplnego 
zarówno in vivo jak  i in vitro. Obecność tych białek 
jest charakterystyczna dla komórek w stacjonarnej 
fazie wzrostu. Dodanie egzogennych białek P 1 /P2 do 
komórek mutantów powodowało ekspresję białek ty
powych dla szczepu dzikiego [15, 47, 49].

III-2. Funkcje domen białka PO

Białko PO jest podstawowym składnikiem kom 
pleksu eukariotycznego „palca” rybosomalnego. 
Jego bakteryjnym odpowiednikiem jes t białko L10. 
W komórkach drożdży białko to jest kodowane przez 
pojedynczy gen. Koniec karboksylowy PO to odcinek 
podobny strukturalnie do białek P i prawdopodobnie 
uczestniczy on w procesie wiązania z tymi białkami
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[45, 50], Odcinek ten zawiera konserwatywną se
kwencję am inokw asow ą DDD M GFG LFD. W rybo
somach dzikich szczepów drożdży C-koniec PO re
aguje z dwoma dimerami białek PI i P2. PO jest n ie
zbędne do aktywności rybosomu, a więc do przeży
cia komórki, gdyż nie uzyskano ani haploidalnego, 
ani diploidalnego szczepu ze zmutowanym genem 
kodującym to białko. W arunkowo letalny mutant, 
posiadający gen kodujący PO pod kontrolą prom oto
ra G A L I, nie rośnie na podłożu z glukozą [15, 45, 47,
51].

Usunięcie białka PO powoduje zmniejszenie ilości 
aktywnych podjednostek 60S, co objawia się 
gwałtownym spadkiem ilości i wielkości polisomów, 
a także tworzeniem polisomów zawierających n ie
pełne kompleksy inicjacyjne (ang. halfm ers), obser
wowane po przeniesieniu warunkowo letalnego m u
tanta PO na podłoże z glukozą. W takich warunkach 
defektywne podjednostki 60S ulegają degradacji 
[15 ,28 ,  47],

W wyniku kolejnych delecji regionu 3 ’ genu ko
dującego białko PO w warunkowo letalnym szczepie 
S. cerevisiae otrzymano serię mutantów syntety
zujących skrócone formy białka PO. Usunięcie koń
cowego 21-aminokwasowego peptydu zawie
rającego w spom nianą sekwencję konserwatywną nie 
powoduje znacznych zaburzeń w funkcjonowaniu PO 
i tworzeniu kompleksu P0-(P1/P2) na rybosomie. 
Postępująca redukcja C-końcowego odcinka PO w 
coraz większym stopniu zaburza stabilność kom 
pleksu „palca” rybosomalnego, co powoduje utratę 
aktywności rybosomu objawiającą się obniżoną 
szybkością wzrostu komórek. Jeśli białka P są 
związane z rybosomem C-końcowa domena PO nie 
jest niezbędna do aktywności rybosomu, jednak gdy 
białka P nie są związane z PO domena ta jest koniecz
na do aktywności rybosomu i przeżycia komórki [15, 
28, 33, 47],

Delecja 87 aminokwasów od strony C-końca PO 
znacznie osłabia trwałość jego oddziaływania z PI i 
P2. Usunięta sekwencja zawiera prawdopodobnie 
strukturę palców cynkowych obecną w kompleksie 
P0-(P1/P2), w ażną w procesie wiązania PO z PI i P2 
[ 18, 47]. Pomimo faktu, że ta środkowa część białka 
PO stabilizuje oddziaływanie białek P1/P2 z ryboso
mem, nie jest ona konieczna do syntezy białka. W 
tym przypadku kompleks P0-(P1/P2) jes t niestabil
ny, ale białka P1/P2 spełniają swoją funkcję, chociaż 
ze zmniejszoną w ydajnością [45],

Delecja 132 aminokwasów reprezentujących cały 
wspomniany odcinek białka PO, odpowiadający 
N-końcowej domenie białek P, całkowicie hamuje 
aktywność PO. W tym przypadku białko PO nie jest

zdolne do interakcji z białkami P 1, P2 i do wiązania 
z rybosomem. Prawdopodobnie taki mutant białka 
PO ulega degradacji, rybosomy tracą aktywność, a w 
konsekwencji komórki nie przeżywają w obecności 
glukozy. Zatem N-koniec opisanego odcinka białka 
PO, odpowiadającego strukturą białkom P1-P2, od
grywa kluczową rolę w oddziaływaniach pomiędzy 
białkami kwaśnymi oraz w tworzeniu struktury „pal
ca” na rybosomie. Prawdopodobnie jest on też nie
zbędny do interakcji białka PO z rRNA [45],

III-3. Rola białek kwaśnych w procesie translacji

W warunkach standardowych białka L7/L12 są 
niezbędne do aktywności rybosomów [16, 17]. Ry
bosomy pozbawione tych białek wykazują aktyw
ność tylko w pewnych ściśle określonych warunkach 
[15, 17, 45, 52-54], Wykazano, że kompleks L7/L12 
spełnia ważną rolę w procesie syntezy białek. Prze
m awiają za tym następujące fakty:
1. Białka L7/L12 podczas translacji stymulują 

właściwości katalityczne czynnika translacyjne- 
go IF-2.

2. Proces hydrolizy GTP zależnej od czynnika EF-G i
EF-Tu zachodzi przy obecności minimum dwóch 
kopii L7/L12 na rybosomie [3].

3. Kompleks (L 7 /L 12)4L 10 wraz z białkiem L 11 oraz
odpowiednim fragmentem 23S rRNA stanowi 
część miejsca warunkującego hydrolizę GTP na 
rybosomie [53,55].

4. „Rozpad” aparatu translacyjnego, po zakończeniu
syntezy peptydu zachodzi pod wpływem czynni
ków terminacyjnych, ale tylko w obecności 
białek L7/L12 na rybosomie [56, 57].

Białka L7/L12 biorą udział w kontroli dokładno
ści translacji. Mutacje w genie rplL  kodującym 
białko L I 2 okazały się bezpośrednią przyczyną 
zwiększonej ilości nieprawidłowo włączonych ami
nokwasów. Ponadto pozbawienie białek L7/L12 
domeny C-końcowej powoduje całkowite zahamo
wanie syntezy białka [56, 57],

Eukariotyczne białka kwaśne biorą też udział w 
regulacji aktywności czynników elongacyjnych [5, 
12, 15, 19, 28, 36, 45]. W związku z tym przypusz
cza się, że białka te pełnią taką samą rolę, jak ichpro- 
kariotyczne odpowiedniki, białka L7/L12 [13, 15, 
58]. Obecność białek kwaśnych na rybosomie 
wpływa zarówno pozytywnie jak  i negatywnie na 
translację różnych rodzajów mRNA. Białka te sty
mulują aktywność rybosomu w procesie translacji, 
ale mogą też hamować translację określonych rodza
jó w  mRNA, gdyż w zmutowanych szczepach poja
wiają się nowe białka. Istnieją dowody świadczące o
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pewnej roli podjednostek 60S w kontroli inicjacji 
translacji [59]. Brak białek kwaśnych na rybosomie 
może wywierać wpływ na funkcję podjednostki 60S 
poprzez uzależnienie jej działania od specyficznych 
cech strukturalnych niektórych rodzajów mRNA. 
Zaobserwowano bowiem, że rybosomy pozbawione 
białek P w mniejszym stopniu rozszczepiają dwuni- 
ciowe struktury mRNA, co powoduje zmniejszenie 
wydajności lub całkowite zahamowanie ich transla
cji [47],

Interesujący jest fakt, że w określonych w arun
kach metabolicznych wzrasta ilość rybosomów nie 
zawierających białek P. Pomiędzy ilością białek 
P1/P2 na rybosomie a aktywnością rybosomu istnie
je  ciekawa zależność. Cząsteczki rybosomów, za 
równo zaangażowane w translację (polisomy) jak  też 
otrzymane z metabolicznie aktywnych komórek (lo
garytmiczna faza wzrostu), zawierają w iększą ilość 
białek kwaśnych [19]. Zaledwie połowę ilości ko
mórkowych białek kwaśnych zawierają rybosomy 
drożdżowe w fazie stacjonarnej a zjawisko to doty
czy w równej mierze wszystkich białek PI i P2 [19]. 
Rybosomy takie biorą udział w kontroli translacji ty 
powej dla komórek z fazy stacjonarnej [15, 47].

IV. Potranslacyjne modyfikacje białek P

IV-1. Fosforylacja białkowych składników „palca”

Jedną z bardziej interesujących właściwości euka
riotycznych białek kwaśnych P1/P2 jest ich fosfory
lacja [60].

Dotychczas nie stwierdzono fosforylacji białek 
kwaśnych Procaryota in vivo. Bakteryjne białka 
L7/L12 mogą być fosforylowane in vitro przez egzo
genne kinazy białkowe [15, 61]. Fosforylację euka
riotycznych białek kwaśnych podjednostki 60S po 
raz pierwszy zaobserwowano w retikulocytach króli
ka i komórkach wątroby szczura [62, 63], a następnie 
potwierdzono u innych Eucaryota  [60, 64], Jedynym 
odnotowanym dotąd wyjątkiem jest Tetrahymena py- 
riform is [15]. Do dnia dzisiejszego szereg proble
mów związanych z fosforylacją pozostaje nadal n ie 
wyjaśniony. Wiadomo jednak, że procesy fosforyla
cji i defosforylacji są m echanizmami regulującymi 
powinowactwo białek do rybosomu, a przez to 
wpływają na jego aktywność oraz poziom translacji 
[19, 65]. Kwaśne białka rybosomowe ulegają reakcji 
fosforylacji zarówno w warunkach in vitro jak  i in 
vivo. W cytoplazmie organizmów eukariotycznych 
zaobserwowano pulę zdefosforylowanych białek 
P1/P2. W czasie translacji u drożdży [64] oraz w ątro
bie szczura [66] zachodzi wymiana pomiędzy pulą

cytozolową a białkami obecnymi na rybosomie. Po
dobny proces wymiany białek kwaśnych zachodzi 
prawdopodobnie w komórkach roślinnych w warun
kach stresu cieplnego [67], Wydaje się także, iż pro
ces fosforylacji determinuje w warunkach in vitro 
wiązanie białek kwaśnych do rybosomu [68], Do
tychczasowe badania wskazywały, że defosforylacja 
białek kwaśnych przez traktowanie ich fosfatazą a l
kaliczną//? vitro  znosi zdolność białek P do rekonsty- 
tucji aktywnych rybosomów [35, 68], Ostatnio uzy
skane wyniki sugerują ponadto znaczenie fosforyla
cji tych białek w ich oddziaływaniu z czynnikami 
elongacyjnymi [69],

Przedstawione powyżej dane wskazują, że zarów
no fosforylacja białek P jak i ilość tych komponent 
białkowych w cząstce rybosomu jest istotnym m e
chanizmem, który może regulować ilość aktywnych 
jednostek rybosomowych, a zarazem szybkość syn
tezy białka [70]. Tezę tę potwierdza fakt, że ilość 
białek kwaśnych na rybosomach drożdżowych izolo
wanych z logarytmicznej fazy wzrostu jest prawie 
dwukrotnie większa niż ta znaleziona na rybosomach 
izolowanych z komórek fazy stacjonarnej [19],

Oczywiście, w opisanym mechanizmie regulacji 
syntezy białka kluczową rolę m uszą odgrywać enzy
my odpowiedzialne za fosforylację i defosforylację 
białek P. Jak dotychczas nasza wiedza o kinazach 
specyficznych dla białek P jest niewielka i żadna j e 
śli chodzi o fosfatazy białkowe.

IV-2. Kinazy białkowe modyfikujące białka P

Z komórek Saccharom yces cerevisiae  w yizolow a
no i scharakteryzowano pięć różnych niezależnych 
od cAMP kinaz białkowych fosforylujących kwaśne 
białka rybosomowe: kinazę białkową 60S (PK60S) 
[61], kinazy RAP I-III [58, 71] oraz kinazę kaze
inową typu 2 (CK2) [72, 73]. Wszystkie kinazy re
prezentują grupę enzymów niezależnych od cyklicz
nych nukleotydów, Ca2+, kalmoduliny i fosfolipi
dów. PK60S i kinazy RAP są białkami monomerycz- 
nymi, fosforylującymi reszty serynowe przy udziale 
ATP jako donora reszt fosforanowych. CK2 ma 
strukturę oligomeryczną, modyfikuje reszty seryno
we i treoninowe przy użyciu zarówno ATP jak  i GTP. 
Aktywność CK2 jest hamowana przez niskie stęże
nia heparyny [74-80]. Enzymów tych używano do 
fosforylacji białek P z komórek S. cerevisiae. W yka
zano wysoką specyficzność PK60S, która m odyfiku
je jedynie białka P 1B /B ’ i P2A. Pozostałe fosfotrans- 
ferazy m odyfikują z podobną intensywnością 
wszystkie białka P [58, 81 ]. Seryna zlokalizowana na 
C-końcu drożdżowych białek P jest modyfikowana
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przez wszystkie wymienione kinazy białkowe [58, 
82, 83],

Z kiełków kukurydzy oczyszczono i scharaktery
zowano kinazę m odyfikującą kwaśne białka ryboso- 
mowe (ARP-K, ang. acidic ribosom al protein kina- 
se ). Enzym fosforyluje białko P2, jedno z dwóch 
białek kwaśnych rybosomu 80S tej rośliny [84], Wy
biórczość enzymu w stosunku do substratu potwier
dza fakt występowania kinaz białkowych o wysokiej 
specyficzności. ARP-K  jest monomerem białkowym 
o M r= 38 kDa. Charakterystyka enzymatyczna tej ki
nazy jest podobna do opisywanych dla CK2. Enzym 
wykorzystuje ATP i GTP, a jego  aktywność może 
być m odulow ana przez inhibitory i aktywatory ty
powe dla CK2. Oprócz b iałka P2 kinaza ARP-K fos-

talityczna tego enzymu wykazuje podobieństwo do 
mitogennie stymulowanej kinazy białka rybosomo- 
wego S6 oraz PKA i PKC. Równolegle z ekspresją 
genu a tp k l obserwowano wysoką aktywność meta
boliczną i proliferacyjną komórek.

IV-3. M etylacja

N-Terminalny region białka PI jest bardzo podat
ny na degradację przez proteazy. Właściwość ta 
prawdopodobnie jest wynikiem metylacji reszty 
aminokwasowej (zazwyczaj seryny) poprzedzającej 
pierw szą metioninę N-końca polipeptydu. Pra
widłowość tę przypisuje się tylko białkom PI [21], 
W ten sposób wyjaśniono pochodzenie białka L 44’

Ryc. 3. Schemat proponowanej regulacji aktywności translacyjnej rybosomu 80S przez białka P1/P2. Rybosomy, których „palec” w zależności od stanu 
fizjologicznego komórki: jest całkowicie (1) lub częściowo pozbawiony białek P1/P2 (2), białka te są częściowo (3) lub w pełni ufosforylowane 
(4) w różny sposób oddziaływuje z elementami aparatu translacyjnego czego skutkiem jest translacja różnych mRNA (a-c). Zmiany struktury 
„palca” wynikające z różnej jego kompozycji białkowej a także zmian jego ładunku w wyniku fosforylacji/dcfosforylacji, zmieniają garnitur 
syntetyzowanych białek. Skutkiem tego może być ich wpływ na różne szlaki metaboliczne.

foryluje także kazeinę oraz w m niejszym  stopniu hi- 
ston.

Inną kinazą białkową fosforylującą białka P jest 
obserwowany u Arabidopsis  enzym zwany Atpkl 
[85]. Wynikiem ekspresji genu a tp k l w komórkach 
owadów i roślin były dwie pary polipeptydów: jedna 
określona jako p70 (68 i 70 kDa) i druga p85 (82 i 85 
kDa). Autorzy sugerują, że p70 to cytoplazmatyczna 
forma kinazy specyficznej dla białek P. Domena ka-

( Y P lb ’). Uważa się, że białko YP1 (3’ jest produktem 
degradacji białka YP1[3 (Ax) pozbawionym pierw
szych ośmiu N-końcowych aminokwasów (Tab. 1), 
powstającym podczas izolacji białka [21].

V. Uwagi końcowe

Eukariotyczny kompleks P0-P1/P2, czyli „palec” 
dużej podjednostki rybosomalnej, zawiera pięć
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strukturalnie i funkcjonalnie podobnych C-końców 
(cztery pochodzące z dwu dimerów P1/P2, a jeden z 
białka PO). Tworzą one pentam eryczną strukturę 
(P1)2(P2)2P0 analogiczną do bakteryjnej (L7/ 
L 12)4L 10 [51, 60, 70]. Aktywność rybosom ów droż- 
dżowych zależna jes t  od obecności przynajmniej j e d 
nej kopii konserwatywnego C-końcowego peptydu 
białek P silnie związanego z rybosomem. W przy
padku braku białek P1/P2 (mutanta poczwórnego) 
strukturę tę zapewnia białko PO. Podobnie bakteryj
ne rybosomy całkowicie pozbawione analogicznej 
struktury są nieaktywne. Odcinek białka PO, odpo
wiadający strukturą białkom P1/P2, odgrywa k lu
czową rolę w oddziaływaniach pom iędzy białkami 
kwaśnymi i w tworzeniu struktury „palca” na rybo
somie oraz w interakcji białka PO z rRNA [28, 45]. 
Rybosom wykazuje optym alną aktywność dzięki 
równoczesnej obecności pięciu domen C-końco- 
wych białek P, chociaż samo białko PO może, do 
pewnego stopnia, warunkować jego  działanie [47].

Fakt fosforylacji kwaśnych białek rybosomowych 
stwierdzono 20 lat temu, ale badania tego procesu 
posuwały się bardzo powoli. Powodem tego był mały 
zasób wiedzy na temat kinaz białkowych zaanga
żowanych w ten proces i mechanizm ów ich regulacji, 
a także brak dramatycznych funkcjonalnych efektów 
fosforylacji białek P.

Kwaśne białka rybosomowe Saccharom yces ce- 
revisiae są fosforylowane in vitro przez kinazy: 
PK60S, RAP I-III i CK2 z różną specyficznością. Po
dobnie jak  u zwierząt modyfikacji w tych białkach 
ulega C-terminalna reszta serynowa [58, 82, 83, 86],

Zdefosforylowane białka P wyekstrahowane z ry- 
bosomu nie były zdolne do rekonstytucji zależnej od 
EF2 aktywności rybosomu. Ta inaktywacja kwa
śnych białek rybosomowych powoduje niezdolność 
zdefosforylowanych polipeptydów do związania się 
z rdzeniem rybosomowym [35,68]. Podobnie, zde
fosforylowane białka P z wątroby szczura nie są 
zdolne do rekonstytucji aktywnych rybosomów, od
zyskując tą aktywność po fosforylacji in vitro [68], 
Wpływ fosforylacji/defosforylacji na pow inow ac
two białek kwaśnych do rybosomu sugeruje, że m o
dyfikacja ta jest kluczow ą w tym procesie (Ryc. 3). 
Uzyskane wyniki sugerują ponadto, że zmiany kon
formacji struktury „palca” poprzez wpływ na jego 
kompozycję lub przez zmianę jego  ładunku w w yni
ku fosforylacji, zmienia powinowactwo rybosomu 
do różnych mRNA [47]. Zmiana garnituru syntety
zowanych białek wpływa na ekspresję różnych 
białek. Skutkiem tego może być ich wpływ na różne 
szlaki metaboliczne, wszędzie tam, gdzie relatywne

stężenie różnych komponent jest krytyczne dla ich 
przebiegu.

Jak dotąd nie stwierdzono, które z kinaz i fosfataz 
są odpowiedzialne w warunkach in vivo, za modyfi
kację tych białek. Enzymatyczny system fosforyla- 
cyjno/defosforylacyjny jest więc aspektem wym a
gającym dalszych badań, których celem jest uzyska
nie klarownej odpowiedzi na temat mechanizmu 
działania maszynerii syntetyzującej białko.

Artykuł otrzymano 23 września 1999 r. 
Zaakceptowano do druku 30 grudnia 1999 r.
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Wykaz stosowanych skrótów: acetylo-CoA — acetylokoen- 
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drolaza epoksydowa; NAT —  N-acetylotransferaza; ST —  sul- 
fotransferaza; UDP-GL —  urydynodifosforoglukuronylotrans- 
feraza.

I. Wstęp

Współczesny człowiek jes t narażony w życiu co
dziennym na działanie wielu czynników środowisko
wych, z których część, poza bezpośrednim wpływem 
toksycznym w określonych warunkach ma zdolność 
indukowania nowotworów. Dane epidemiologiczne 
wskazują, że 70-90 % wszystkich przypadków cho
rób nowotworowych jes t uwarunkowane środowi
skowo, na co składa się styl życia (palenie tytoniu i 
sposób odżywiania), bezpośrednia ekspozycja w 
miejscu pracy oraz ekspozycja wynikająca ze skaże
nia środowiska. Barierą biologiczną zmniejszającą 
efekt rakotwórczy czynników egzogennych są enzy
my metabolizujące kancerogeny. Większość enzy
mów biorących udział w biotransformacji cechuje 
polimorfizm, czego konsekwencją jes t to, iż osoby 
wykazujące wysoką aktywność enzymów akty
wujących kancerogeny (enzymy I fazy) oraz brak lub

*Dr biochemii; Zakład Genetyki Człowieka Polskiej Akademii 
Nauk, 60-479 Poznań, ul. Strzeszyńska 32

niską aktywność enzymów detoksykujących (enzy
my II fazy) cechują się zwiększonym ryzykiem zapa
dalności na nowotwory związane z ekspozycją na 
kancerogeny środowiskowe. Dzięki genetycznemu 
zróżnicowaniu aktywności oraz ekspresji genów ko
dujących enzymy metabolizujące kancerogeny, oso
by podobnie eksponowane wykazują osobniczo 
zmienną wrażliwość na egzogenne czynniki che
miczne [1, 2], Tak rozumiana zmienność osobnicza 
mieści się w kategoriach polimorfizmu genetyczne
go populacji ludzkiej.

Podczas aktywacji metabolicznej wyspecjalizo
wane układy enzymatyczne (przede wszystkim enzy
my cytochromu P-450, patrz artykuł K. K o b y l i ń 
s k i e j  w Postępach B iochem ii [3]) przeprowadzają 
reakcje w kierunku lepiej rozpuszczalnych i łatwiej 
wydalanych z ustroju, a jednocześnie wysoce reak
tywnych kancerogenów posiadających w cząsteczce 
takie grupy funkcyjne jak: hydroksylowa, aminowa, 
karboksylowa czy epoksydowa. Przykładowo, am i
ny są metabolizowane do hydroksyloamina wielocy- 
kliczne węglowodory aromatyczne do pochodnych 
epoksydowych. Tak zaktywowane metabolity mogą 
tworzyć addukty z nukleofilowymi grupami DNA, 
RNA i białek komórkowych. Konsekwencjami bio
logicznymi obecności adduktów w tych cząstecz
kach mogą być: zahamowanie lub obniżenie szybko
ści replikacji DNA, niewłaściwe parowanie zasad 
podczas replikacji oraz generacja miejsc apuryno- 
wych zwiększających labilność cząsteczki DNA.
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Addukty, które nie zostaną odpowiednio szybko usu
nięte (jeśli replikacja DNA jest szybsza od naprawy) 
prowadzą do mutacji w łańcuchu DNA (w tym akty
wacji protoonkogenów i inaktywacji genów supreso- 
rowych), które mogą inicjować proces kancerogenezy 
[4, 5]. Jednakże reakcje aktywowanych kanceroge- 
nów z DNA są torem pobocznym ciągu reakcji akty
wacji/detoksykacji, których głównym zadaniem jest 
usunięcie substancji obcych z organizmu.

Komórka posiada również wiele mechanizmów 
enzymatycznych wyspecjalizowanych w dezaktywo- 
waniu elektrofilowych metabolitów, a tym samym w 
zmniejszaniu ich efektu rakotwórczego. Większość 
aktywowanych kancerogenów, do których w wyniku

dalane z ustroju z moczem lub żółcią, a przede 
wszystkim są nieaktywne biologicznie (w 
przeciwieństwie do silnie hydrofobowych kancero
genów kumulujących się w tkance tłuszczowej) [6 ]. 
Dzięki temu reakcje sprzęgania można uważać za 
rzeczywiste procesy detoksykacji. Z kolei ilość reak
tywnych metabolitów dostępnych dla nukleofilo- 
wych makromolekuł komórki reprezentuje ró w n o 
wagę pomiędzy reakcjami aktywacji i detoksykacji. 
Działanie nowotworowe prokancerogenów jest więc 
wypadkową obu faz metabolizmu. Główne grupy en
zymów odpowiedzialnych za metabolizm kancero
genów oraz schemat ich biotransformacji zostały 
przedstawione na rycinie 1.

rozwój nowotworu

szeregu reakcji I fazy zostały wprowadzone lub 
odsłonięte grupy funkcyjne staje się dogodnymi sub- 
stratami dla enzymów detoksykacyjnych komórki. 
Do tej grupy należą enzymy, które katalizują reakcje 
metylacji lub sprzęgania ze związkami endogenny
mi: kwasem glukuronowym, siarkowym, octowym, 
glutationem lub pewnymi aminokwasami. Produkty 
sprzęgania zwykle jako pochodne kwasów organicz
nych są dobrze rozpuszczalne w wodzie, łatwo wy-

utac

t

mutacje

błędna 
naprawa DNA

Rvc. 1. Szlak metabolizmu kancerogenów. 
Pełne nazwy enzymów znajdują się 
w wykazie skrótów.

Enzymy II fazy metabolizmu stanowią hetero- 
genną grupę, do której J a k o b y  i Z i e g l e r  [7] za
liczyli ponad 20 odrębnych grup enzymów detoksy
kacyjnych. Oprócz takich cech wspólnych jak  zdol
ność usuwania aktywnych grup funkcyjnych kance
rogenów i powinowactwo do związków lipofilo- 
wych, enzymy te charakteryzują się szeroką i 
nakładającą się specyficznością substratową oraz 
nierównomierną dystrybucją w tkankach i narządach
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najbardziej narażonych na kontakt z kancerogenami. 
Organem wyspecjalizowanym w procesach detoksy
kacji jest wątroba.

Spośród grupy enzymów II fazy metabolizmu 
substancji rakotwórczych najważniejszymi z punktu 
widzenia kancerogenezy w ydają się być enzymy po- 
limorficzne w populacji ludzkiej, wykazujące mię- 
dzyosobnicze zróżnicowanie aktywności i o poten
cjalnym związku z rozwojem chorób nowotworo
wych.

II. Transferazy glutationowe [EC 2.5.1.18]

Transferazy glutationowe stanowią rodzinę enzy
mów, których funkcja detoksykacyjna polega przede 
wszystkim na katalitycznym sprzęganiu endogenne
go glutationu (trójpeptyd y-glutamylocysteinylogli- 
cynowy) z elektrofilowymi metabolitami związków 
egzogennych [8]. Enzymy te uważane są za jeden z 
ważniejszych systemów obrony przed kancerogen
nym działaniem substancji chemicznych [9-11] bo
wiem inaktywują między innymi pochodne epoksy
dowe, aflatoksyny, a , [3 —  nienasycone aldehydy i 
ketony oraz aromatyczne i alifatyczne chlorki. Izo- 
enzymy GST są również odpowiedzialne za biosyn
tezę fizjologicznie aktywnych związków endogen
nych takich jak  leukotrieny C4, prostaglandyny E2 
oraz wiązanie hydrofobowych składników, jakimi są 
hormony sterydowe [ 12].

Transferazy glutationowe są enzymami po
wszechnie występującymi w świecie żywych organi
zmów. Posiada je  większość tlenowych mikroorgani
zmów, wszystkie badane dotąd zwierzęta i rośliny. 
Najwyższe stężenia tych enzymów wykazuje wątro
ba ssaków i odpowiednio stanowią one 5% i ponad 
10% zawartości wszystkich białek cytoplazmatycz- 
nych wątroby człowieka i szczura [8].

II-l. Inaktywacja kancerogenów przez GST

Inaktywacja związków kancerogennych, za
chodząca dzięki właściwościom katalitycznym tych 
enzymów prowadzi do powstania dobrze rozpusz
czalnych w wodzie kwasów merkapturowych wyda
lanych z moczem. Pierwszym etapem tworzenia tych 
związków jest enzymatyczne przeniesienie przez 
transferazy glutationowe aktywnej grupy kancero- 
genu (zawierającej elektrofilowy atom węgla, azotu 
lub siarki) na nukleofilową grupę tiolow ą zreduko
wanego glutationu w cytoplazmie. Takie koniugaty 
glutationu usuwane są aktywnie z komórek i ulegają 
dalszym przekształceniom na drodze enzymatycznej 
hydrolizy. Odłączone zostają kolejno reszty: y-gluta-

mylowa przez glutationazę, a następnie glicylowa 
przez transpeptydazę, powstający zaś w wyniku tych 
reakcji koniugat cysteinowy ulega N-acetylacji. Pro
duktem takich przemian jest kwas premerkapturowy, 
który w słabo kwaśnym środowisku samorzutnie 
przekształca się do odpowiedniego kwasu merkaptu- 
rowego wydalanego z moczem [13].

Oprócz właściwości katalitycznych transferazy 
glutationowe spełniają rolę białek transportowych 
biorąc udział w przenoszeniu wielu lipofilnych li- 
gandów w tym np. kancerogennych metabolitów 
benzo(a)pirenu takich jak: 3-hydroksy-benzo(a)- 
piren, i dwuhydrodiole w pozycjach 4,5-, 7,8-, 
9,10-,Ten sposób wychwytywania cząsteczek elek- 
trofilowych i lipofilnych umożliwia ich transport w 
obrębie komórki i wydalanie na zewnątrz [14]. Li- 
gandami transferaz glutationowych są również n ie
które leki metabolizowane przez wątrobę i substan
cje endogenne jak  bilirubina, toksyczny metabolit 
hemu [15].

Poza grupą substratów dla GST, istnieje równie 
duża grupa związków, które mogą wiązać się kowa
lencyjnie z GST. Takie reakcje skutecznie wiążą kan- 
cerogeny (np. metabolity dwumetyloaminoazoben- 
zenu i 3-metylocholantrenu), prowadząc jednak do 
nieodwracalnej inaktywacji enzymu [16].

II-2. Struktura i klasyfikacja GST

Wyizolowane z komórek ssaków cytoplazmatycz- 
ne transferazy glutationowe sąd im eram i, a mikroso- 
malne trimerami o ciężarze podjednostek odpowied
nio 25 kD i 17 kD. Każda podjednostką składa się z 
dwóch domen, których miejsca aktywne spełniają 
różne funkcje. Domena I odpowiada za polarną inter
akcję (w tzw. miejscu G) pomiędzy glutationem i en
zymem, a domena II wiąże elektrofilowy substrat (w 
tzw. miejscu H). Porównanie pierwszorzędowych 
struktur izoenzymów transferaz glutationowych 
wskazuje, że domena II charakteryzuje się większą 
zmiennością sekwencji, co prawdopodobnie 
związane jest z różnymi właściwościami katalitycz
nymi w/w izoenzymów [17].

W obrębie danej klasy enzymy m ogą występować 
zarówno w formie homo jak  i heterodimerów. Nie 
obserwowano jak  dotąd heterodimerów zbudow a
nych z podjednostek różnych klas [18].

Występowanie wielu form transferaz glutationo
wych po raz pierwszy zanotowali B o y 1 a n d i 
C h a s s e a u d  [19]. Badając rolę tego enzymu w 
tworzeniu kwasów merkapturowych potwierdzili ist
nienie izoenzymów o różnej specyficzności substra
towej. Dalsze próby w kierunku klasyfikacji transfe-
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raz glutationowych poczynił H a b i g  i wsp. [20], 
którzy oznaczyli rozdzielone i oczyszczone przez 
siebie transferazy homogenatu wątroby szczura ko
lejnymi literami alfabetu w zależności od kolejności 
eluowania podczas chromatografii kolumnowej na 
CM-celulozie. Oznaczone kolejno transferazy A, B, 
C, D, E wykazywały również szeroką i nakładającą 
się specyficzność substratową, różniły się w łaściw o
ściami immunochemicznymi i aktywnościami katali
tycznymi. Dalsze kryteria podziału rodziny transfe- 
raz glutationowych takie jak: homologia sekwencji 
aminokwasów, lokalizacja na chromosomie, punkt 
izoelektryczny oraz specyficzność tkankowa dopro
wadziły do wyodrębnienia czterech klas form cyto- 
plazmatycznych: a  (GST A), p. (GST M), n (GST P) i 
0 (GST T) oraz formy mikrosomalnej (MIC1) osta
tecznie porządkując ich nomenklaturę i klasyfikację 
[21].

W obrębie wszystkich klas form cytoplazmatycz- 
nych znanych jes t po kilka form izoenzymatycznych. 
Loci genowe transferaz glutationowych (w tym poli- 
morficzne) oraz ich lokalizację na chromosomach 
przedstawia rycina 2 .

ków. Tak więc klasy GST prawdopodobnie rozeszły 
się i wyspecjalizowały przed ewolucją większości 
gatunków ssaków. Podobieństwo struktury pierw- 
szorzędowej transferaz glutationowych należących 
do jednej klasy wyjaśnia, dlaczego przeciwciała po- 
liklonalne często wykazują reakcje krzyżowe z izo- 
enzymami tej samej klasy i nie reagują krzyżowo z 
formami należącymi do innych klas. Różnice we 
właściwościach immunochemicznych izoenzymów 
GST, szczególnie widoczne przy zastosowaniu prze
ciwciał monoklonalnych um ożliwiają ocenę fenoty
pu GST i jednocześnie określenie stopnia ryzyka za
chorowania na nowotwór związany np. z brakiem 
konkretnego izoenzymu [23].

K a m i s a k a i wsp. [24] po raz pierwszy wyka
zali, że cytoplazmatyczne GST charakteryzują się 
odmiennymi punktami izoelektrycznymi. Doświad
czenia lat późniejszych [25-27] pozwoliły podzielić 
transferazy glutationowe na cztery klasy wykazujące 
najczęściej różne punkty izoelektryczne: zasadowe 
izoenzymy klasy a  (pi = 8.5-10.5), prawie obojętne 
izoenzymy klasy p (pi = 6 .2-7.3) i kwaśne izoenzy
my klasy Ti i 0 (pi — 4.5-5.0).

GST A  (GSTa)
chromosom 6p12

-------------- 1 I I I -  l i l i l í :  I------ i-------   I I I  I I I -
A 1 pseudogen  A  2

GST M (GSTp)
chromosom 1 p13

Lys/Asn172 delecja 3 bp

M 1

delecja genu

'MnMZWA-flllELIT
M 5 M 3

GST P (G ST n)

chromosom 11 q 13

4HL 
P 1
t

chromosom 12

pseudogen  P 1

GST T (GST0)
chromosom 22

H n r r m >
T 2

delecja genu

W grupie form cytoplazmatycznych GST, hom o
logia sekwencji aminokwasów w tej samej klasie w y
nosi ponad 50% ( zwykle ponad 75%), a pomiędzy 
klasami 25-30% niezależnie od gatunku ssaka. Mi- 
krosomalne GST nie wykazują strukturalnego podo
bieństwa do żadnej z form cytoplazmatycznych. Wy
niki M a n n e r v i k a  i wsp. [22] wskazują, że różni
ce pomiędzy cytoplazmatycznymi klasami GST u 
jednego gatunku ssaka są większe niż różnice pom ię
dzy izoenzymami z tej samej klasy różnych gatun-

Ryc. 2. Loci genowe transferaz glutatio
nowych i ich lokalizacja na chro
mosomach.

U zwierząt laboratoryjnych (myszy i szczurów) 
nie stosuje się podobnej klasyfikacji, ponieważ 
punkty izoelektryczne GST m ieszczą się w zakresie 
zasadowym [22].

Transferazy glutationowe człowieka oprócz tego, 
iż w ykazują specyficzność tkankową różnią się także 
dystrybucją w tkankach płodowych i tkankach ludzi 
dorosłych, a ponadto wykazują zróżnicowanie mię- 
dzyosobnicze. Charakterystyczny dla każdej tkanki 
skład izoenzymów GST oraz aktywność katalityczna
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mogą zmieniać się w rozwoju osobniczym i być m o
dulowane przez szereg czynników endogennych 
(hormony, interferon) i egzogennych (kancerogeny i 
specyficzne induktory). Biorąc pod uwagę również 
specyficzność substratową izoenzymów GST przy
puszcza się, iż ilościowe i jakościow e różnice w ich 
dystrybucji są ważne dla wrażliwości tkanki na kan
cerogeny. Dane doświadczalne wskazują, iż część 
izoenzymów GST ulega ekspresji już  we wczesnym 
życiu płodowym, a sprzęganie z glutationem jes t  czę
sto pierwszym etapem inaktywacji reaktywnych 
związków przechodzących przez łożysko.

Wiele doświadczeń potwierdziło ekspresję 
izoenzymów klasy n w większości badanych 
narządów ludzkich: płucu, pęcherzu moczowym, 
okrężnicy, w tkankach jąder  i prostaty, erytrocytach i 
limfocytach krwi obwodowej [28, 29]. Wykazano, iż 
izoenzymy n s tanowią główną część (90%) w szyst
kich transferaz glutationowych płuca [30] oraz 
niewielką część tych transferaz w wątrobie i 
nadnerczach osób dorosłych [30, 31]. Ta sama grupa 
izoenzymów wykazuje jednak najwyższą aktywność 
w wątrobie płodowej. Kilka zasadowych ferm GST 
wyizolowano z frakcji cytozolicznej wątroby osób 
dorosłych, których z kolei nie znaleziono w wątrobie 
płodowej. Izoenzymy klasy a  nie wykazują również 
ekspresji w płucach, mózgu, erytrocytach i łożysku 
na żadnym etapie rozwoju [32], Izoenzymy klasy p 
są grupą najpowszechniej ulegającą ekspresji. Ich 
obecność potwierdzono w wątrobie, mózgu, płucach, 
sercu, śledzionie, nerkach, mięśniach szkieletowych, 
żołądku, śluzówce jelit i limfocytach, jednak  brak w 
płodowej wątrobie i nadnerczach [31, 33]. Z kolei 
dla klasy 9 potwierdzono ekspresję w wątrobie i 
erytrocytach [34, 35].

II-3. Polimorficzne formy GST

W obrębie klasy p dotychczas znaleziono pięć ge
nów ulegających ekspresji w tkankach człowieka i 
oznaczanych odpowiednio G ST M l, GSTM 2, GSTM3, 
GST M4 i GST M 5  [36]. Geny te zlokalizowano na 
chromosomie 1 p 13 [37], a polimorfizm potwierdzono 
tylko dla dwóch z nich: GST M l  i GST M3.

Pierwsze badania polimorfizmu G ST M l  w ska
zały, że gen ten ulega ekspresji w wątrobie tylko u 
około połowy badanej populacji [32]. Późniejsze 
analizy molekularne genu G ST M l  w kierunku spe
cyficznego substratu (tlenku ira/rs-stylbenu) po
twierdziły całkowitą delecję tego genu wielkości 
5400 par zasad skupionych w 8 eksonach i 7 intro- 
nach [37-40]. Tak więc hom ozygotyczna delecja 
G ST M l  (obu alleli) oznaczana jako GST M l (-), jest

równoznaczna z brakiem aktywnego białka enzyma
tycznego kodowanego przez ten gen. Ekspresja GST  
M l  jest cechą dominującą dziedziczoną autosomal- 
nie [41]. Badania fenotypowe jak  i genotypowe tego 
ciekawego polimorfizmu wykazały znaczne zróżni
cowanie częstości genotypu GST M l(-)  w różnych 
populacjach światowych. Przykładowo, w populacji 
kaukaskiej ok. 50% osób posiada delecję obu alleli 
tego genu potwierdzoną brakiem aktywności enzy
matycznej GST M l [38]. Z kolei wśród czarnych 
Amerykanów genotyp GST M l(- )  wykazuje 35% tej 
populacji [42], a wśród Tajów 62% osób [43], Z jawi
sko delecji całego genu G ST M l  najczęściej tłuma
czone jest konwersją między genami o dużej homo- 
logii oraz leżącymi blisko siebie. Wysoka homologia 
sekwencji nukleotydów —  99% (poza jed n ą  substy
tucją i jedną  insercją) pomiędzy genami G ST M l  i 
G ST M2 oraz sprzężenie między nimi (G ST M l  znaj
duje się po stronie 3 ’ G ST M 2) sugerują, iż wysoka 
częstość zdefektowanych genotypów GST M 1 w yni
ka z przesunięcia pozycji koniugujących chromoso
mów i nierównego crossing-over pomiędzy dwoma 
loci [36], Kolejny polimorfizm genu GST M l  wynika 
z obecności dwóch alleli GST M 1A i GST M 1B róż
niących się tylko jedną  zasadą w eksonie siódmym 
(C-T). Tranzycja ta zamienia lizynę na asparaginę w 
pozycji 172 kodonu [37, 44], Wiele doświadczeń po
twierdza, iż poza różnicą migracji w polu elektrycz
nym izoenzymów GST M l A i GST M1B ich 
właściwości katalityczne są zbliżone [37, 45],

Innym genem klasy p wykazującym polimorfizm 
jest gen G ST M3, dla którego zidentyfikowano dwa 
allele: GST M3A i GST M3B. Analiza sekwencji 
tego genu pokazała, iż mutacja allela GST M3B jest 
trójnukleotydową delecją sekwencji palindromowej 
(powtórzenia CT poprzedzone powtórzeniami GA). 
Interesujące było odkrycie, iż mutacja ta generuje se
kwencję 5 ’-AAGATA-3’, która jest z kolei rozpozna
wana przez negatywny czynnik transkrypcyjny YY1 
redukujący ekspresję genu. Jest to z kolei związane z 
obniżoną aktywnością izoenzymu GST M3 [46], 
Wykazano, że ta występująca w wielu innych genach 
sekwencja (np. w protoonkogenie c-myc) reguluje 
ich ekspresję poprzez czynnik YY1 [47]. Różnice 
ekspresji i aktywności form polimorficznych G ST  
M3 znaleziono w płucach i mózgu [48, 49], Jedyna 
wykonana dotychczas analiza częstości genotypów 
dotyczy populacji brytyjskiej i wykazuje, że homo- 
zygoty GST M3 A stanowią 70,9 %, heterozygoty 
GST M3 A/B —  25,8 % i homozygoty GST M3 B —  
3,4 % [50],

Klasa transferaz glutationowych 0 (GST T) jest 
najmłodsza klasą, w której zidentyfikowano dwa
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geny oznaczane G ST T l oraz G ST T2 oba na 
chromosom ie 22 [51, 52]. Jednak tylko G ST T l 
wykazuje polimorfizm, a jes t  on związany z delecją 
genu, podobnie jak  G ST M l  klasy \x [35]. 
K om plem entarne DNA (cDNA) genu G ST T l składa 
się z 1002 par zasad zawierających region kodujący 
wielkości 720 par zasad i region nie kodujący końca 
3 ’ wielkości 282 par zasad [35]. Sekwencje intro- 
nowe do tej pory nie zostały poznane. Genotyp 
delecyjny GST T l (-) związany jes t  z niską aktyw
nością lub jej brakiem w stosunku do specyficznych 
substratów jakim i są m onohalom etanowce (np. 
chlorek metylu) i tlenek etylenu [51, 53]. Częstość 
zdefektowanego GST T l waha się od 38 % w popu
lacji niemieckiej [35] do 10% w populacji 
szwedzkiej [53].

W klasie n transferaz glutationowych (GST P) 
znaleziono dotychczas tylko jeden  gen oznaczany 
jako G ST P I  i zlokalizowany na chromosomie 11 q 13 
[54]. Z kolei nieaktywny transkrypcyjnie pseudogen 
(G ST P I P) znajduje się na chromosomie 12 [21]. 
Komplementarne DNA tego locus zawiera 630 nu
kleotydów kodujących 210 aminokwasów [54, 55]. 
Jedyny gen tej klasy wykazuje polimorfizm wyni
kający z tranzycji A-C, C-T i C-T odpowiednio w nu- 
kleotydach 313, 341 i 555. Tranzycje te zmieniają 
kodon 104 z ATC (izoleucyna) na GTC (walina) i ko- 
don 113 z GCG (alanina) na GTG (walina). Substytu
cja nukleotydu 555 jes t m utacją neutralną, która nie 
zmienia aminokwasu (pozostaje seryna), a mutacja 
nukleotydu 341 jes t zawsze sprzężona z mutacją nu
kleotydu 313 [55].

Na podstawie takiego wzoru mutacji lub ich braku 
dla locus G ST P I  wyróżniono trzy alíele: GST PI A 
(brak mutacji), GST PI B (mutacja nukleotydu 313) 
oraz GST P 1 C (mutacja nukleotydu 313 i 341 ). Oba 
zmienione aminokwasy znajdują się w miejscu ak
tywnym enzymu o wysokim powinowactwie do sub
stancji elektrofilowych. Stwierdzono, iż tak zm ie
nione białko (lle-Val i/lub Ile-Val i A la-Val) ma czte
rokrotnie obniżoną aktywność katalityczną, co wiąże 
się z fenotypem wolnej koniugacji w porównaniu z 
formą nie zmutowaną. Posiadanie jednak  przynaj
mniej jednego alíela GST PI A warunkuje fenotyp 
szybkiej koniugacji [30].

III. N-acetylotransferazy [EC 2.3.1.5]

F unkcją  de toksykacy jną  N -ace ty lo transferaz  
jes t  kata lizow anie  reakcji N -acety lac ji ,  która 
polega na p rzeniesien iu  grupy acetylow ej z 
acety lokoenzym u A na odpowiednią substancję 
obcą. Jest to najczęstsza reakcja sprzęgania amin

aromatycznych, hydrazydów, a także niektórych 
amin alifatycznych.

N-acetylacja jest więc w organizmie głównym 
szlakiem metabolizmu wielu substancji egzogen
nych: niektórych produktów naturalnych takich jak 
kofeina, półproduktów syntetycznych (benzydyna, 
(3-naftyloamina), składników dymu tytoniowego (4- 
aminobifenyl i [3-naftyloamina) oraz innych środo
wiskowych zanieczyszczeń (2-aminofluoren), pro
duktów pirolizy żywności (aminy heterocykliczne) i 
powszechnie używanych leków (izoniazyd, sulfome- 
tazyna, prokainamid).

Intensywne badania aktywności N-acetylotrans- 
feraz rozpoczęły się w latach 50-tych tego stulecia, 
kiedy to wynaleziono lek przeciwgruźliczy —  izo
niazyd metabolizowany przez te enzymy. Wtedy też 
zaobserwowano różnice międzyosobnicze we w ra
żliwości na lek (neuropatie kończyn), będące skut
kiem zróżnicowanej szybkości jego usuwania w po
staci N-acetylozoniazydu. Badania rodzin udowod
niły, iż fenotyp taki wynika z polimorfizmu poje
dynczego autosomalnego genu, a szybka eliminacja 
leku jest cechą dominującą.

N-acetylotransferazy, podobnie jak  transferazy 
glutationowe należą do enzymów powszechnie w y
stępujących w przyrodzie. Znaleziono je  u bakterii 
Sallm onella typhim urium  [56] oraz u wszystkich ba
danych dotąd kręgowców [57]. Enzymy te są m ono
merami o masie cząsteczkowej ok. 33-34 kD i stano
wią mniej niż 1/20 000 ciężaru wszystkich białek cy- 
toplazmatycznych [8].

I I I - I .  Katalityczna rola NAT

Funkcje katalityczne N-acetylotransferaz scha
rakteryzowano po raz pierwszy na podstawie zale
żnej od acetylokoenzymu A N-acetylacji amin aro
matycznych (Ryc. 3a) [58]. Kolejne doświadczenia 
sugerowały, iż te same lub podobne enzymy przepro
wadzają zależną od acetylokoenzymu A O-acetyla- 
cję hydroksyloamin (Ryc. 3b) oraz niezależne od 
acetylokoenzymu A przeniesienie grupy acetylowej 
(Ryc. 3c).

Generalnie, N-acetylacja amin aromatycznych 
przekształca je  w mniej aktywne amidy aromatycz
ne. Jednakże utlenianie amidów w kierunku 
związków bardziej reaktywnych jest trudne energe
tycznie [59]. Alternatywnie aminy aromatyczne 
mogą ulegać utlenianiu a powstałe hydroksylaminy 
poprzez reakcje O-acetylacji są przekształcane dalej 
do reaktywnych pochodnych tworzących addukty z 
DNA [60]. Tak więc sam proces acetylacji dla orga
nizmu może być korzystny lub szkodliwy.
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III-2. Molekularne podstawy polimorfizmu  
acetylacji

Geny kodujące N-acetylotransferazy człowieka 
zlokalizowane są na ramieniu krótkim chromosomu 
8 (8 p 2 1.3-23.1) i zawierają 3 loci: dwa funkcjonalne 
i niezależnie regulowane geny oznaczane NAT1 i 
NAT2  oraz pseudogen N ATP  [61, 62]. Każdy z 
funkcjonalnych genów składa się z bezintronowego 
segmentu kodującego wielkości 870 par zasad. 
Odległość między tymi regionami wynosi ponad 25 
tys. par zasad. Badania z użyciem ukierunkowanej 
mutagenezy ustaliły, że cysteina w pozycji 68 
łańcucha aminokwasowego obu enzymów 
bezpośrednio bierze udział w przeniesieniu grupy

M iędzyosobnicze różnice w szybkości acetylacji 
przy udziale enzymów NAT1 i NAT2 doprowadziły 
do analizy m olekularnych uwarunkowań takiego po
limorfizmu.

N a podstawie wzoru mutacji punktowych NAT2 
wyróżniono cztery allele, w tym jeden warunkujący 
szybkąacetylację  oraz trzy allele warunkujące wolno 
acetylujący fenotyp [43, 66, 70, 71]. W genie tym 
znaleziono sześć różnych mutacji, z których cztery 
tranzycje prow adzą do zmiany aminokwasu: C-T w 
pozycji 481 (Thr w Ile), G-A w pozycji 590 (Arg w 
Gly), A-G w pozycji 803 (Lys w Arg) i G-A w pozy
cji 857 (Gly w Glu). Z danych doświadczalnych w y
nika, że mutacje te znacznie obniżają aktywność ka
talityczną enzymu [68]. Pozostałe dwie mutacje

a) N-acetylacja

O

b) O-acetylacja

a ce tylo -O aA  CoA

acetylowej [63]. Mimo, iż klonowanie oraz 
sekwencjonowanie tych genów wskazało 81% 
homologię sekwencji aminokwasów, to różnica 55 
aminokwasów (19 %) warunkuje odmienną, choć 
nakładającą się specyficzność substratową i różną 
stabilność enzymów [64], Takie substraty jak  kwas 
p-aminobenzoesowy i kwas /?-aminosalicylowy są 
specyficzne dla enzymu NAT1, a izoniazyd (hydra
zyna) oraz sulfametazyna (amina aromatyczna) dla 
enzymu NAT2 [57]. Z kolei takie kancerogenne 
aminy aromatyczne jak  2-aminofluoren i benzydyna 
podlegają N-acetylacji katalizowanej przez oba 
enzymy [61].

Ekspresję enzymu NAT1 potwierdzono przede 
wszystkim w wątrobie i limfocytach [65], a NAT2 w 
wątrobie [66], pęcherzu moczow ym  [67], jelitach 
[68], przełyku, płucach i prostacie [69].

Ryc. 3. Funkcje katalityczne N-acctylo- 
transferaz: a) zależna od acetylo- 
koenzymu A N-acetylacja amin 
aromatycznych, b) zależna od 
acetylokoenzymu A O-acetyla
cja hydroksyloamin, c) niezale
żne od acetylokoenzymu A prze
niesienie grupy acetylowej

punktowe C-T w pozycji 282 i T-C w pozycji 341 są 
mutacjami neutralnymi i nie zmieniają kodowania 
aminokwasu [72], Wzór sprzężeń mutacji locus 
NAT2  jaki przedstawia tabela 1 ustalono dla ponad 
tysiąca osób różnych subpopulacji kaukaskich 
[72-75]. Ponadto dalsze analizy sekwencji tego genu 
wskazują na istnienie kolejnych mutacji punkto
wych, których konsekwencje fenotypowe nie sąjesz- 
cze ustalone [65]. Częstość fenotypów wolno acety- 
lujących w różnych populacjach światowych waha 
się od 5% wśród kanadyjskich Eskimosów, przez 
10% u Japończyków i 50-60% w subpopulacjach 
kaukaskich do 90% w populacjach arabskich [43, 66, 
76],

Z kolei doświadczenia związane z porównaniem 
genotypu z fenotypem ustaliły korelację między nimi 
wynoszącą 93,3%, przy czym osoby o fenotypie
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szybko acetylującym posiadały przynajmniej jeden 
allel nie zm utowany (100% korelacji genotypu z fe
notypem szybko acetylującym) [43].

Badania na poziomie m olekularnym  wyjaśniły 
również podstawą fenotypow ego polimorfizmu 
NAT1. Enzym ten do niedawna był charakteryzowa
ny jako  forma m onom orficzna [77]. N a  podstawie 
wzoru mutacji (3 mutacje punktowe i 9 nukleotydo- 
wa delecja w regionie 3 ’ nie ulegającym  translacji, 
który obejmuje również sygnał poliadenylacji) scha
rakteryzowano cztery allele: NAT1*4 (forma nie 
zmutowana), NAT1*3, NAT1*10 i NAT1*11. Feno-

Tabela 1.

Wzór sprzężeń mutacji genu NAT2.

typ szybkiej acetylacji warunkuje tylko jeden  allel 
NAT1 * 10, w którym mutacja punktow a kreuje zm ie
niony sygnał poliadenylacji . Prawdopodobnie nowy 
sygnał poliadenylacji (warunkujący dłuższą sekwen
cją poli[A]) obecny tylko w allelu NAT1*10 zwięk
sza stabilność transkryptu i przez to wpływa na ak
tywność tego izoenzymu. Badania populacji brytyj
skiej pokazały, iż 29 % osób posiada co najmniej j e 
den allel NAT1*10 związany z szybką acetylacją 
[68].

IV. Mikrosomalna hydrolaza epoksydowa 
[E C  3 .3 .2 .3 ]

Mikrosomalna hydrolaza epoksydow a (mEH) jest 
jedną z czterech hydrolaz epoksydowych (m ikroso
malna, cholesterolu, cytoplazmatyczna i leukotrienu 
A4) różniących się właściw ościami immunoche- 
micznymi, ciężarem cząsteczkow ym  i specyficzno
ścią substratową. Produkt białkowy jednego genu 
mikrosomalnej hydrolazy epoksydowej (EPHX1) 
katalizuje hydratację cyklicznych i alifatycznych 
epoksydów (produktów niektórych cytochromów 
P450) w kierunku mniej reaktywnych i polarnych 
/‘ran.s-dihydrodioli. W wyniku takiego enzym atycz
nego uwodnienia m ogą powstawać metabolity pod

legające reakcjom koniugacji i wydaleniu z organi
zmu [78]. Z drugiej jednak strony dalsza epoksyda- 
cja grupy diolowej może przekształcać związek w 
kancerogenny diol-epoksyd [8].

M ikrosom alną hydrolazę epoksydową zidentyfi
kowano u wielu kręgowców, a podobieństwo se
kwencji aminokwasów u człowieka, królika i szczura 
oszacowano na 75-83% [79]. Oprócz wątroby i m óz
gu, gdzie znaleziono najwyższe aktywności mEH
[80] obecność tego enzymu potwierdzono w nadner
czach [81], limfocytach i mononuklearnych leukocy
tach [82] oraz płucach [78]. Wysoki stopień struktu

ralnego podobieństwa mEH między odmiennymi ga
tunkami ssaków w powiązaniu z ekspresją w wielu 
tkankach wskazuje na w ażną funkcjonalną rolę tego 
enzymu.

Specyficzność substratowa mEH jest bardzo sze
roka poczynając od najprostszych związków alifa
tycznych takich jak tlenek oktenu aż do wielopierś
cieniowych węglowodorów aromatycznych np. róż
nych epoksydów benzo(a)pirenu.

IV-1. Formy molekularne mEH

W przeciwieństwie do wielogenowych rodzin 
transferaz glutationowych lub enzymów związanych 
z cytochromem P450, mikrosomalna hydrolaza 
epoksydowa jest kodowana przez jeden gen EPHX1 
zlokalizowany na ramieniu długim chromosomu 1 
[79]. M iędzyosobnicze zróżnicowanie aktywności 
tego enzymu [83, 84] sugerowało zmienność na po
ziomie molekularnym. Sekwencjonowanie oraz klo
nowanie EPHX1 wskazało, iż gen ten koduje 455 
aminokwasów a zm iennością charakteryzują się tyl
ko dwa kodony. Wynikiem pierwszej substytucji T-A 
jest zastąpienie tyrozyny przez histydynę w pozycji 
113 łańcucha aminokwasowego w eksonie 3, a dru
giej substytucji A-G zastąpienie histydyny przez ar-

Allel
282 341

Nukleotyd w pozycji: 

481 590 803 857

*4 C T C G A G

*5B C C T G G G

*6A T T C A A G

*7B T T C G A A
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gininę w kodonie 139 w eksonie 4. Obie mutacje 
wpływają na zmianę ilości immunoreaktywnego 
białka, jego stabilność oraz aktywność enzym a
tyczną. Ekspresja in vitro  konstruktów z histydyną w 
pozycji 113 wskazywała spadek aktywności o 39% a 
z argininą w pozycji 139 wzrost aktywności mEH o 
25% w porównaniu z białkiem pozbawionym  m uta
cji. Z kolei pośredni poziom aktywności (spadek o 
13%) obserwowano, gdy kom plem entarne DNA za
wierało obie mutacje: T-A i A-G. Doświadczenia z 
użyciem specyficznych dla mEH przeciwciał poli- 
klonalnych wskazały podobnie, spadek, wzrost i n ie
wielki spadek specyficzności odpowiednio dla form 
enzymatycznych z h istydyną w pozycji 113, argininą 
w pozycji 139 oraz argininą i histydyną w tych pozy
cjach jednocześnie. Bezpośrednie określenie wzoru 
ekspresji in vivo  jes t jednak  maskowane diploidalną 
ekspresją alleli mEH, co z kolei utrudnia ocenę 
wpływu poszczególnych mutacji na aktywność enzy
mu poza stanem haploidalnym. Dalsze analizy oparte 
na populacyjnych badaniach zmienności sekwencji 
aminokwasowej sugerują występowanie czterech al
leli: T y r113/H is139, H is113/A rg 139, T y r113/A rg 139,
H is113/H is139 [84].

V. Podsumowanie

Detoksykacyjna rola transferaz glutationowych, 
N-acetylotransferaz i mikrosomalnej hydrolazy 
epoksydowej w metabolizmie ksenobiotyków, a w 
tym kancerogenów, polega przede wszystkim na 
przeprowadzeniu reaktywnych metabolitów w formy 
nieaktywne biologicznie, dobrze rozpuszczalne w 
wodzie i łatwo wydalane z ustroju. Enzymy te kodo
wane są przez kilka wielogenowych rodzin, a te z 
kolei podlegają odmiennej regulacji poprzez czynni
ki endo i egzogenne. Tak więc ocena polimorfizmu i 
równocześnie defektu tylko jednego z opisanych ge
nów kodujących enzymy detoksykacyjne wydaje się 
być nie wystarczająca, aby ustalić stopień ryzyka za
chorowania na nowotwór. Dopiero badania wielu ge
nów należących do obu faz metabolizmu kanceroge
nów środowiskowych: aktywacji i detoksykacji czyli 
ustalenie genotypów ryzyka w połączeniu z badania
mi poziomu adduktów DNA i uszkodzeń cytogene- 
tycznych pozw olą na identyfikację osób szczególnie 
podatnych na rozwój choroby nowotworowej.

Artykuł otrzymano 13 września 1999 r.
Zaakceptowano do druku 3 stycznia 2000 r.
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I. Wstęp

Przekazywanie sygnałów ze środowiska zew 
nętrznego do wnętrza komórki, poprzez błonę ko
mórkową, odbywa się za pom ocą oddziaływań
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cząsteczek niosących sygnał z ich specyficznymi re
ceptorami błonowymi. Opierając się na struktural
nych i funkcjonalnych kryteriach receptory błonowe 
można podzielić na trzy duże klasy: receptory jono- 
tropowe, receptory o endogennej aktywności enzy
matycznej oraz receptory m etabotropow e[l].

Ostatnie z nich —  receptory metabotropowe — 
sprzężone z białkami G (GPCR  — G Protein Coupled  
Receptors) tworzą najliczniejszą rodzinę receptorów 
błonowych. Receptory należące do tej klasy od
działują z różnorodnymi neurotransmiterami i neuro- 
peptydami, począwszy od małych biogennych amin, 
takich jak  adrenalina i histamina, poprzez peptydy 
(na przykład substancja P czy bradykinina), aż do du
żych hormonów glikoproteinowych, takich jak na 
przykład hormon luteinizujący. Stwierdzono, że 
około 80% znanych hormonów i neurotransmiterów 
uruchamia przekazywanie sygnałów poprzez akty
wację tej grupy receptorów [2], Droga przekazu sy
gnału dla rodziny GPCR jest zapoczątkowana 
przyłączeniem agonisty do jego specyficznego re
ceptora błonowego. Interakcja ta powoduje zmianę 
konformacji receptora, co pozwala na oddziaływanie 
z heterotrimerycznym białkiem G po stronie 
wewnątrzkomórkowej i utworzenie kompleksu ago-
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nista-receptor-białko G. Aktywacja białka G za
początkowuje w ew nątrzkom órkow ą odpowiedź: sty
mulację lub inhibicję różnorodnych enzymów, zw a
nych efektorami, oraz kanałów jonowych. Efektora- 
mi katalizującymi wytwarzanie tak zwanych wtór
nych przekaźników informacji (second  m essenger), 
działających już  wewnątrz komórki, są między inny
mi: cyklaza adenylanowa, cyklaza guanylanowa, 
fosfolipazy C i A 2 oraz fosfodiesteraza cGMP.

Głównym tematem pracy jes t  omówienie niektó
rych eksperymentalnych metod stosowanych do ana
lizy oddziaływań ligand —  receptor, takich jak: kon-

domen helikalnych, miejsc N-glikozylacji, mostków 
disulfidowych stabilizujących strukturę białka re
ceptorowego oraz miejsc palmitoilacji. Schema
tyczną budowę receptorów GPCR przedstawia ryci
na 1.

Pojedynczy łańcuch polipeptydowy, zawierający 
N-końcową wolną grupę am inową po stronie 
zewnątrzkomórkowej, a C -końcow ąpo  stronie cyto- 
plazmatycznej [8, 9], siedmiokrotnie „przebija” po
dwójną warstwę lip idow ąbłony komórkowej, poczy
nając od strony zewnątrz- i kończąc po stronie 
wewnątrzkomórkowej, tworząc w ten sposób siedem

( n h 2)

P rz e s t r z e ń  
z e w n ą t r z  k o m ó r k o w a

P rz e s t r z e ń
w e w n ą t r z k o m ó r k o w ą

¡1
¡2

¡3

(CO O H)

struowanie chimer receptorowych, wprowadzanie 
mutacji punktowych. Ponadto na przykładzie pracy 
własnej dotyczącej interakcji przysadkowego pepty- 
du aktywującego cyklazę adenylanową (PACAP) z 
jego receptorem I typu (należącego do rodziny recep
torów GPCR) chcemy dokładnie przedstawić metodę 
szczególnie dogodną w badaniach oddziaływań li
gand —  receptor, a mianowicie znakowanie metodą 
fotopowinowactwa (pho toa ffin ity  labelling).

II. Receptory sprzężone z białkami G (GPCR)

II-I. Struktura GPCR

Receptory metabotropowe sprzężone z białkami 
G, pomimo różnorodności ligandów stymulujących 
szeroką gamę wtórnych przekaźników informacji, 
wykazują znaczną strukturalną homologię. Są one 
integralnymi białkami błonowymi, utworzonymi z 
pojedynczego łańcucha peptydowego, zawie
rającego zwykle od 400 do 600 reszt aminokwaso- 
wych, chociaż występują tu dość znaczne różnice 
[3-7].

Wśród wspólnych cech receptorów tej rodziny na
leży wymienić występowanie: transmembranowych

Ryc. 1. Schematyczna bu
dowa receptorów 
sprzężonych z 
białkami G

helikalnych transmembranowych domen (TM1- 
TM7). Helisy oddzielone są poprzez hydrofilowe pę
tle: trzy zewnątrz- (e l-e3 )  i trzy w ewnątrzkom órko
we (il-i3). Pętle zewnątrz- i wewnątrzkomórkowe 
nie wykazują znaczącej homologii sekwencyjnej, w 
przeciwieństwie do silnie konserwatywnych frag
mentów transmembranowych.

Ukierunkowana mutageneza punktowa (si
te-directed m utagenesis) oraz analiza struktury licz
nych receptorów wykazała, iż większość receptorów 
rodziny GPCR jest glikoproteinami i zawiera (prze
ważnie w N-terminalnym zewnątrzkomórkowym 
segmencie) od jednego do dziewięciu potencjalnych 
miejsc N-glikozylacji reprezentowanych sekwencją 
Asn-X-Ser/Thr, gdzie X może stanowić dowolną 
resztę aminokwasową, z wyjątkiem Pro lub Asp 
[ 10- 12],

Prawie wszystkie receptory sprzężone z białkami 
G zawierają reszty cysteiny w pierwszej i drugiej 
zewnątrzkomórkowej pętli. Mutacje tych reszt cyste
iny (na przykład w receptorze [32-AR C ysl06 /  
C ysl91 oraz C y s l8 4 /C y s l9 0 )  powodują zmianę 
funkcji receptorów [13-17]. Analizy biochemiczne 
wskazują na tworzenie mostka bądź mostków disul
fidowych między pierw szą i drugą zewnątrzkomór-
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kową pętlą [18, 19], co jes t bardzo ważne w utrzym a
niu aktywnej struktury receptora.

Zdecydowana większość receptorów wykazuje 
również obecność wysoce konserwatywnej reszty 
cysteiny we fragmencie C-końcowego cytoplazma- 
tycznego segmentu receptora. Jest to miejsce palmi- 
toilacji w receptorach a  i Ę-adrenergicznych (a A R  i 
PAR) [20, 21] oraz rodopsynie [22]. Grupa palmito- 
ilowa pełni funkcję „kotwiczącą” C-term inalny cyto- 
plazmatyczny segment receptora w błonie, utrzy
mując tym samym trzeciorzędową strukturę tego re
gionu. Podstawienie reszty Cys 322 lub Cys 323
resztą seryny w rodopsynie [14], reszty Cys 341
resztą leucyny w PAR [23], bądź reszty Cys 442
resztą alaniny w receptorze a 2A adrenergicznym
[20], usuwa potencjalne miejsce palmitoilacji, lecz 
nie powoduje dużych strukturalnych i funkcjonal
nych zmian tych receptorów (nie osłabia istotnie ak 
tywacji białka G). Natomiast substytucja reszty Cys 
341 resztą Ala lub resztą Gly w receptorze p2AR p o 
woduje utratę zdolności receptora do aktywacji 
białek G [21]. Sugeruje to, iż natura łańcucha bocz
nego (hydrofobowy, bądź palmitoilowana reszta cy 
steiny w tej pozycji) jes t ważna w zachowaniu funk
cji receptora.

Analiza sekwencyjna nadrodziny receptorów 
sprzężonych z białkami G pozwoliła zauważyć w y
różniające się motywy strukturalne. N a tej podstawie 
GPCR zostały zakwalifikowane do trzech podrodzin 
[24, 25]; (i) podrodzina rodopsyny i receptorów P-a- 
drenergicznych, (ii) podrodzina receptorów sekrety- 
ny i naczyniowoaktywnego peptydu jelitow ego 
(VIP), do której należą również receptory glukago- 
nu, receptory peptydu glukagonopodobnego 1 
(GLP-1), receptory przysadkowego peptydu akty
wującego cyklazę adenylanową (PACAP), receptory 
parathormonu (PTH), receptory peptydu inhi- 
bującego gastrynę (GIP) oraz receptory kalcytoniny i 
hormonu uwalniającego gonadotropinę (GnRH) 
[26], (iii) podrodzina metabotropowych receptorów 
glutaminianergicznych (mGluR 1-7), do której n a 
leżą również dwa receptory zależne od jonów  wapnia 
[27, 28],

II-2. Miejsce wiązania liganda w receptorach

W przeciwieństwie do strukturalnego podobień
stwa receptorów rodziny GPCR, ich naturalne Ugan
dy o właściwościach agonistycznych pod względem 
strukturalnym są bardzo zróżnicowane, począwszy 
od pojedynczego fotonu światła, poprzez małe hor
mony i cząsteczki neurotransmiterów, jak  na 
przykład katecholoaminy, acetylocholina, serotoni-

na i histamina, aż do hormonów glikoproteinowych o 
masie cząsteczkowej około 28 kDa [29],

(i) M iejsce w iązan ia  m ałych  cząsteczek

Dane dotyczące receptorów rodopsyny i recepto
rów (3-adrenergicznych, wskazują, że hydrofilowe 
pętle zewnątrzkomórkowe nie są ważne w wiązaniu 
liganda, sugerując jednocześnie, że miejscem wiąza
nia substancji agonistycznych powinny być hydrofo
bowe domeny transmembranowe [30, 31]. Agonista- 
mi bądź antagonistami dla receptorów adrenergicz- 
nych są biogenne zasady, co sprawia, że w miejscu 
wiązania w receptorze powinna występować reszta 
lub reszty aminokwasowe o charakterze kwaśnym, w 
celu utworzenia pary jonowej ze sprotonowaną 
grupą aminową liganda [32-36].

(ii) M iejsce w iązan ia  dużych  cząsteczek  (peptydów )

Naturalnymi Ugandami peptydowych receptorów, 
należących do rodziny GPCR, są peptydy, 
począwszy od małych peptydów, takich jak  tripeptyd 
TRH (hormon uwalniający tyreotropinę), do dużych, 
zbudowanych z 20 do 40 reszt aminokwasowych, jak 
na przykład glukagon. Agoniści peptydowi są zdecy
dowanie większymi cząsteczkami w porównaniu z 
biogennymi aminami, dlatego też w wiązanie takiego 
Uganda zaangażowane są również zewnątrzkom ór
kowe pętle receptora, stanowiące dodatkowe „punk
ty kontaktu” agonisty z receptorem [37-40], Dla du
żych ligandów miejsce wiązania z receptorem bywa 
różne; zawiera jednak zawsze określone strukturalne 
determinanty receptora, które pochodzą zarówno z 
transmembranowych, jak  i zewnątrzkomórkowych 
domen.

II-3. Regulacja funkcji receptorów sprzężonych z 

białkami G (GPCR)

W normalnych warunkach komórki są zdolne do 
szybkiej odpowiedzi na bodziec zewnętrzny. Taki 
mechanizm regulacyjny występuje również na po
ziomie receptorów. Trwałe połączenie białka G z re
ceptorem jest warunkiem koniecznym do dalszego 
przekazu informacji. Uniemożliwienie lub osłabie
nie tego wiązania przerywa cały szlak sygnalizacyj
ny. Oddzielenie receptora od białka G leży u podstaw 
tak zwanego procesu desensytyzacji receptora , który 
to proces uniemożliwia przekazywanie sygnału 
przez następne cząsteczki agonisty i utrudnia zbyt in
tensywne jego działanie. Procesem desensytyzacji 
kieruje kilka molekularnych m echanizm ów [41, 42], 
Są to: fosforylacja powodująca w następstwie od
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dzielenie receptora od białka G, endocytoza pow o
dująca odwracalne usunięcie funkcjonalnych recep
torów z m em brany  i tak zwana „¿/ow/z-regulacja” 
(dow n-regula tion ), która powoduje obniżenie całko
witej liczby receptorów z ich jednoczesną destruk
cją. Schematycznie proces regulacji funkcji recepto
rów GPCR przedstawia rycina 2.

Po połączeniu agonisty z receptorem następuje 
fosforylacja receptora na resztach seryny i treoniny, 
głównie w trzeciej cytoplazmatycznej pętli i segm en
cie C-terminalnym. W proces ten zaangażowane są 
serynowe i treoninowe kinazy białkowe, zwane kina-

B e n o v i c  i współpracownicy udowodnili, iż 
fosforylacja receptora p2AR przez pARK nie utrud
nia bezpośrednio aktywacji białka G s [44]; powoduje 
j ą  funkcjonalny kofaktor GRKs —  P-arestyna [45] 
—  białko występujące w kilku izoformach wysoce 
swoistych dla określonych receptorów. P-Arestyna 
wiąże się z ufosforylowanym receptorem, jednocze
śnie uniemożliwiając interakcję między receptorem 
a białkiem G, powodując w konsekwencji desensyty- 
zację receptora [46, 47]. N astępnie kompleks li- 
gand-receptor ulega internalizacji (przy udziale kla- 
tryny) i endocytozie. Błona kom órkow a wgłębia

o d w ra c a ln e  w ig za n ie

lizosom

p ę c h e rzy k  en d o so m aln y

d e fo s fo ry la c ja

Ryc. 2. Proces regulacji funkcji receptorów sprzężonych z białkami G

zami receptorów sprzężonych z białkami G (GRKs - 
G-protein receptor kinases): kinaza rodopsyny 
(GRK 1) i kinazy receptora P-adrenergicznego 
PARK-1 (zwane GRK2) oraz kinazy PARK-2 (zw a
ne również GRK3) [43], jak  również kinazy zależne 
od wtórnych przekaźników  (second-m essenger de
pended  kinases) —  kinaza białkowa A (PKA -protein  
kinase A) oraz kinaza białkowa C (PKC -protein k ina
se C).

się, a receptor zostaje opłaszczony regularną struk
turą białkową zw aną triskalionem. Triskalion jest 
zbudowany z kompleksowego białka —  klatryny —  
rozmieszczonego na podobieństwo heksagonalnej 
sieci wokół cząsteczki receptora. W endocytozie 
biorą udział również P-arestyny (receptor p2AR), w y
stępujące jako białka adaptorowe (adaptor-like p ro 
teins). Proces endocytozy ma miejsce zarówno w de- 
sensytyzacji, jak  również w resensytyzacji receptora
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[48], Po „oddysocjowaniu” klatryny, w pęcherzy
kach endosomalnych następuje dysocjacja liganda z 
kompleksu ligand-receptor, a następnie przy udziale 
endosomalnych fosfataz może nastąpić defosforyla- 
cja receptora umożliwiająca oddysocjowanie [3-are- 
styny. Ligand jes t degradowany, a funkcjonalnie ak
tywny receptor powraca do błony komórkowej (pro
ces resensytyzacji).

Z9ow«-regulacja jes t  procesem wolniejszym niż 
endocytoza, ale prowadzącym  w konsekwencji do 
nieodwracalnego zmniejszenia całkowitej liczby re
ceptorów w błonie komórkowej, co spowodowane 
jest długotrwałą (od kilku godzin do kilku dni) eks
pozycją receptora na działanie substancji agoni- 
stycznej. Działa tu podstawowa zasada regulacji o 
typie ujemnego sprzężenia zwrotnego. Im większe 
stężenie agonisty na błonie komórkowej i im częściej 
działa on na komórkę, tym bardziej przeważa proces 
internalizacji (usuwania) receptorów. Gęstość recep-

które z kolei należą do nadrodziny białek wiążących 
GTP, jako czynnika niezbędnego do zainicjowania 
wewnątrzkomórkowego łańcucha reakcji p ro
wadzącego do odpowiedzi biologicznej.

Białka G są heterotrimerami zbudowanymi z pod
jednostki a  (Ga), która wiąże i hydrolizuje GTP, oraz 
podjednostek p (Gp) i y (Gy) tworzących trwały kom 
pleks (Gpy). Clapham nazwał białka G jed n ą  z najw a
żniejszych naturalnych maszyn, która zbudowana 
jest z „dźwigni” (receptor), „w yłącznika” (G a) i 
“ śmigła" (G Py) [51].

Ostatnio rozwiązana struktura krystalograficzna 
heterotrimeru Gapy dostarcza szczegółowych infor
macji dotyczących budowy odpowiednich podjedno
stek białka G [52-54]. Informacje te, jak  również 
szczegóły dotyczące mechanizmu działania białek G 
i układu efektorów związanych z białkami G, może 
Czytelnik znaleźć w “Postępach B iochem ii” [55], 
„Wiadomościach Chemicznych” [56] i w książce pt:

R eceptor

t e
a

O

O

CTP

E f e k l o r

Ryc. 3. Model mechanizmu działania białek G

torów maleje, komórka niejako broni się przed nad
miernym pobudzeniem lub hamowaniem chemicz
nym. Tak więc endocytoza może stanowić wstępny 
etap Jovw7-regulacji, ale może również występować 
niezależnie, ze względu na możliwość resensytyzacji 
[49, 50].

III. Białka G — typy, mechanizm działania 
i efektory

Obecnie wiadomo, iż setki receptorów błono
wych, należących do wspólnej rodziny receptorów 
siedmiotransmembranowych, „angażują” białka G,

64

„Receptory —  struktura, charakterystyka, funkcja” 
[57]; z tego względu w niniejszej pracy przedstaw io
ny zostanie tylko ogólny mechanizm ich działania 
(Ryc. 3).

Ogólnie przyjętym modelem mechanizmu 
działania białek G, opartym na licznych badaniach, 
jest model aktywacji cyklazy adenyłanowej poprzez 
białka Gas [58, 59]. Nieaktywne białko G jest trim e
rem z silnie związanym GDP w podjednostce a  (etap 
1, Ryc. 3). Aktywacja receptora po związaniu agoni
sty uruchamia oddysocjowanie związanego GDP 
tworząc w podjednostce a  chwilowo tak zwany “ stan 
pusty" (empty state) (etap 2 -> 3, Ryc. 3). W w arun
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kach fizjologicznych GDP jest  natychmiast wym ie
niany na GTP (etap 3 —> 4, Ryc. 3), co powoduje ob
niżenie pow inow actw a podjednostki a  do podjed- 
nostki Py białka G (etap 5, Ryc. 3), co z kolei prowa
dzi do oddysocjow ania G a z trimeru (etap 6, Ryc. 3). 
Konsekw encją tego procesu jes t  możliwość m odula
cji aktywności efektora poprzez G a-GTP, która może 
być dokonywana również za pom ocą kompleksu Gpy 
(etap 6, Ryc. 3). Na etapie aktywacji efektora nastę
puje zwielokrotnienie sygnału [60]. Uważa się, że 
pojedyncza cząsteczka agonisty, związana z recepto
rem, może stym ulow ać poprzez białka G setki, a na
wet tysiące cząsteczek wtórnego przekaźnika infor
macji [61]. Cały proces jes t samoregulowany po
przez w ewnętrzną aktywność GTP-azową podjed
nostki G a. Wkrótce po związaniu z receptorem za
chodzi hydroliza GTP z uwolnieniem nieorganiczne
go fosforanu. Prowadzi to do przejścia podjednostki 
G a w stan nieaktywny, wzrostu jej powinowactwa do 
podjednostki Gpy, reasocjacji heterotrimeru, a w ko
ńcowym etapie do wyłączenia sygnału [61] (etap 
6 —> 1, Ryc. 3).

Receptory sprzężone z białkami G pośredniczą w 
aktywacji różnorodnych enzymów zwanych efekto- 
rami, takich jak: cyklaza adenylanowa (AC), cyklaza 
guanylanowa (GC), fosfolipazy C i A 2 oraz fosfodie- 
steraza cGMP. Te z kolei uczestniczą w generowaniu 
wewnątrzkom órkowych cząsteczek przekaźników 
wtórnych, do których należą między innymi: cAMP 
(cykliczny adenozynomonofosforan), cGMP (cy
kliczny guanozynomonofosforan), DAG (diacylogli- 
cerol), 1P3 (inozytolo-l,4 ,5-trifosforan), kwas ara- 
chidonowy i jego metabolity, jak  również jony  w ap
nia. Za pośrednictw em tych substancji dochodzi do 
kaskady reakcji związanych z przekazywaniem w ię
kszości sygnałów zewnątrzkomórkowych do w nę
trza komórki oraz do wielu procesów w obrębie sa
mej komórki.

IV. Eksperymentalne metody badania recep
torów sprzężonych z białkami G (GPCR)

Badania oddziaływań ligand-receptor stanowią 
bezpośrednią metodę badań receptorów oraz dają od
powiedź na dwie kategorie pytań [62], P ierwszą z 
nich stanowią pytania dotyczące farmakologii recep
torów, mechanizmu oddziaływania ligand-receptor 
oraz natury i m echanizm u interakcji efektor-recep- 
tor; drugą zaś pytania związane z biologią komórki i 
dystrybucją receptorów, szczególnie zaś ich stęże
niem w różnych tkankach, ich rozmieszczeniem w 
różnych typach komórek, jak  również ich syntezą i 
degradacją.

Ważnymi metodami stosowanymi w badaniach re
ceptorów są: znakowanie metodą fotopowinowactwa 
(photoaffin ity  labeling), konstruowanie chimer re
ceptorowych oraz mutacje dokonywane w recepto
rach.

(i) Znakowanie m etodą fotopowinowactwa

Metoda ta jest szeroko stosowana w identyfikacji, 
lokalizacji oraz izolacji receptorów, jak  również w 
badaniach ich oddziaływań z ligandem [63, 64], Jest 
to kategoria „affin ity labeling” (znakowanie metodą 
powinowactwa), w której ligand za pom ocą światła 
UV jest aktywowany w centrum wiążącym receptora 
do wysoce reaktywnego produktu pośredniego. W 
ten sposób wygenerowane „znaczniki” mają tę prze
wagę nad chemicznymi (elektrofilowymi) znaczni
kami, że są do czasu aktywacji stabilne w roztworach 
wodnych i nie w ym agają nukleofilowych centrów w 
celu wprowadzenia liganda do kieszeni wiążącej re
ceptora.

Koncepcja znakowania m etodą fotopowinowac
twa po raz pierwszy wprowadzona została w 1962 
roku przez W e s t h e i m e r a  i współpracowników 
[65] do znakowania aktywnego centrum chymo- 
trypsyny przy użyciu a-ketokarbenów, jako reaktyw
nych produktów, wytworzonych z a-diazokarbonyl- 
owych prekursorów.

Fotoreaktywne peptydy zawierają zwykle zna
czoną grupę, którą m ogą stanowić radioaktywne izo
topy, grupy fluorescencyjne, bądź rzadziej grupy 
chemiluminescencyjne, w celu detekcji usieciowa- 
nego kompleksu. Większość badań prowadzona jest 
z wykorzystaniem trytu lub jo d u -125, z powodu 
względnie łatwego przygotowywania takich pepty- 
dów. Grupy fluorescencyjne mogą być wykorzystane 
tylko wówczas, gdy receptory występują w stosun
kowo wysokich stężeniach.

Radioaktywne fotopeptydy m ogą być przygoto
wane poprzez syntezę de novo, w reakcjach katali
tycznej wymiany w pierścieniu aromatycznym z uży
ciem trytu (przed wprowadzeniem fotoznacznika), 
poprzez wprowadzenie do grupy funkcyjnej radioak
tywnego reagenta acylującego, bądź też poprzez 
wprowadzenie radioaktywnego jonu  metalu do ugru
powania kompleksującego, chemicznie związanego 
z peptydem. Wówczas, gdy konieczna jest wysoka 
biologiczna aktywność liganda przedkładane jest 
znakowanie izotopami (na przykład wymiana 'H na 
3H, bądź 32S na 35S) nad znakowaniem nieizotopo- 
wym (na przykład wprowadzenie 125I w miejsce H).

Ogólny schemat znakowania metodą fotopowino
wactwa, w przypadku receptorów hormonów pepty- 
dowych, można przedstawić w następujących punk

POSTĘPY BIOCHEMII 4 6 (1 ); 2 0 0 0 65http://rcin.org.pl



tach: (a) związanie peptydowego liganda (L) zawie
rającego fotoznacznik (X) z receptorem (R), (b) foto- 
aktywacja znacznika do wysoce reaktywnego pro
duktu X ’, (c) utworzenie wiązania chemicznego m ię
dzy peptydem a receptorem poprzez X ’.

R +L-X <-> L-X*R hv > L -X ’-R

Jednym ze sposobów przygotowania fotoreaktyw- 
nych peptydów o wysokiej aktywności biologicznej 
jest użycie fotoreaktywnych aminokwasów arom a
tycznych, na przykład; (/?-azydo)fenyloalaniny, 
(p-azydo-o-nitro)fenyloalaniny (Pan), [p-(3-trifluo- 
rometylo)-diazyryno]fenyloalaniny (Pdp), (/Mńtro)- 
fenyloalaniny (Pnp), (jp-diazonio)fenyloalaniny 
(Phe(N2+), (3-diazo)histydyny [His(N2)j, w miejsce 
fenyloalaniny bądź tyrozyny. Takie bezpośrednie 
włączenie fotoreaktywnych grup w łańcuch peptydo- 
wy pozwała na uniknięcie problemu wzrostu lipofi- 
lowości, które często ma miejsce w przypadku pepty
dów z łańcuchami bocznymi modyfikowanymi 
resztą arylową, bądź inną sterycznie dużą grupą. 
Peptydy takie nie tylko mają zmniejszoną aktyw 
ność, ale również wykazują tendencję do niespecy
ficznego wiązania z receptorem po fotoznakowaniu 
[63]. Z tego względu bardziej racjonalne jes t projek
towanie fotopeptydów na bazie fotoreaktywnych 
aminokwasów. Wyżej wymienione fotoreaktywne 
aminokwasy arylowe podczas fotolizy wytwarzają 
produkty przejściowe (są to głównie karbeny i nitre- 
ny), które powstają po fotoeliminacji azotu z 
cząsteczki diazyryny arylowej, diazocyklopentadie- 
nu, diazoimidazolu, azydku arylowego lub z grupy 
a-diazokarbonylowej. Te fotowygenerowane pro
dukty przejściowe reagują następnie z sąsiadującymi 
grupami funkcyjnymi w reakcjach włączania do 
wiązań pojedynczych, eliminacji cząsteczki wodoru, 
cykloaddycji do wiązań wielokrotnych lub w reakcji 
przykoordynowania do centrów nukleofilowych. 
Typ powyższych reakcji zależy od multipletowości 
produktów pośrednich, powstałych w wyniku na
świetlania układu [66]. Powyżej opisane fotoreak
tywne aminokwasy są używane głównie w syntezie 
znakowanych peptydów w roztworze. W syntezie 
peptydów na nośniku stałym ich zastosowanie ma 
znaczne ograniczenia, związane bądź to z chemiczną 
labilnością, bądź też z warunkami syntezy na nośni
ku stałym.

W warunkach syntezy na nośniku, można zastoso
wać bez wątpienia, aryloketonowe pochodne fenylo
alaniny, które zostały wprowadzone do badań recep
torów w latach 80-tych przez B r e s l o w a  [67]. 
Związki te, często ze strukturalną podjednostką ben- 
zofenonu (BP), stanowią w metodzie fotopowino-

wactwa ważną klasę znaczników i charakteryzują się 
kilkoma istotnymi cechami [68]:
(a) są chemicznie bardziej stabilne aniżeli azydki 

arylowe i diazoestry;
(b) mogą być używane w otaczającym świetle (stano

wi to duże udogodnienie);
(c) aktywację prowadzi się poprzez naświetlanie 

światłem o Z=360 nm, przez co unika się stoso
wania krótszych fal, mogących niszczyć białko;

(d) są wzbudzane do stanów trypletowych (dirodni- 
ki), reagujących z dużą specyficznością i wydaj
nością z wiązaniami C-H i jednocześnie posia
dających bardzo małą reaktywność w stosunku 
do wody i dużych grup nukleofilowych [69],

W ostatnich latach ligandy z grupą benzofenonu 
(BP) zostały z powodzeniem wykorzystane w bada
niach licznych cząsteczek docelowych, takich jak  na 
przykład receptor substancji P [70], receptor angio- 
tensyny II [71], czy receptor insuliny [72].

S h o e 1 s o n i współpracownicy [73] zapropono
wali nowe podejście do bezpośredniego mapowania 
oddziaływań ligand-receptor. Metoda ta nazwana 
globalną analizą fotopowinowactwa (photoaffin ity  
scanning) polega na analizie punkt po punkcie inte
rakcji między peptydem a receptorem. W metodzie 
tej kolejno każda reszta am inokwasow a w Ugandzie 
jest podstawiana przez fotoreaktywny aminokwas, 
zawierający ugrupowanie benzofenonu (BP), 
tworząc w ten sposób matrycę, której analiza może 
dokładniej określić region oddziaływań między re
ceptorem a ligandem.

Zostały opracowane dwa różne sposoby 
wprowadzania ugrupowania BP; bądź poprzez acylację 
grupy e-aminowej reszty lizyny [74], bądź też poprzez 
substytucję pojedynczej reszty aminokwasowej resztą 
/;-benzoilofenyloalaniny (Bz-Phe) [75],

Znakowanie metodą fotopowinowactwa z w yko
rzystaniem pochodnych BP jes t bardzo cennym na
rzędziem, zarówno w oczyszczaniu receptora, jak 
również w identyfikacji reszt am inokwasow ych w 
receptorze, odpowiedzialnych za oddziaływania z 
peptydowym ligandem.

(ii) Konstruowanie chim er receptorowych

Innym ze sposobów prowadzących do zrozum ie
nia, która z części receptora odpowiedzialna jest 
bądź to za specyficzność danego podtypu receptora, 
bądź miejsca interakcji z białkiem G, jest konstru
owanie różnych chimer receptorowych, w których 
domena albo domeny jednego białka receptorowego 
wymieniane są na analogiczne lecz funkcjonalnie 
różne domeny innego receptora.
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Chimery receptorów transmembranowych kon
struowane były początkowo na podstawie znajom o
ści genów receptora a 2 i p 2 adrenergicznego [76], 
Zostały one wybrane z kilku powodów:
(1) sekwencje aminokwasowe tych receptorów po

siadają w ysoką homologię (70% w regionie 
transm em branow ym  i około 49% w całej struktu
rze), co stwarza duże prawdopodobieństwo w y
starczającej zgodności do tworzenia trwałych 
funkcjonalnie chimer;

(2) podobna jes t  „charakterystyka” wiązania liganda 
w obu receptorach, choć występują łatwo do
strzegalne różnice (istnieją selektywni antago
niści dla każdego typu receptora, a kolejność 
mocy wiązania agonistów z receptorami jest róż
na);

(3) a^A R  i P2AR sprzężone są z różnymi białkami G, 

co prowadzi odpowiednio do inhibicji (G j)  lub 
stymulacji ( G s) cyklazy adenylanowej.

Zaobserwowano, iż systematyczne podstawienia 
w sekwencji receptora p 2AR przez odpowiedniki z 
receptora ot2AR, w sposób znaczący zmieniały kolej
ność powinow actwa (“m ocy”) agonistów, doprow a
dzając do tego, że powstała hybryda nie wykazywała 
specyficzności żadnego z wyjściowych receptorów. 
Jeżeli zaś chodzi o specyficzność antagonistyczną 
zauważono, że jest ona silnie związana z regionem 
transmembranowym (TM) receptora, a wymiana TM 
7 receptora a 2AR na transm em branow ą domenę po
chodzącą z receptora [32AR spowodowała, iż po
witała chimera wykazywała antagonistyczną specy
ficzność receptora [3 adrenergicznego. Stosując m e
todę budowania chimer określano również różne 
strukturalne determinanty odpowiedzialne za w iąza
nie się receptora z białkami G. Hybryda, w której w 
receptorze a 2AR piąta i szósta transmembranowa 
domena oraz łącząca je pętla podstawione zostały 
odpowiednikami z receptora p 2AR, wykazywała spe
cyficzność wiązania liganda charakterystyczną dla 
receptora a 2AR, ale stymulację cyklazy adenylano
wej taką jak ą  powoduje receptor p 2AR [76],

Z powyższych obserwacji wyciągnąć można w a
żne wnioski:
(1) miejsca wiązania agonistów i antagonistów w7 obu 

receptorach są różne, ale z wydzielonymi deter
minantami, a główne determinanty specyficzne
go wiązania agonisty leżą w TM 7;

(2) determinanty rozpoznające białka G leżą w TM 
piątej i szóstej oraz łączącej je  trzeciej pętli cyto- 
plazmatycznej.

Powyższe badania zapoczątkowały konstruow a
nie różnorodnych chimer w celu określenia cech w a
runkujących specyficzność danego podtypu recepto

ra adrenergicznego. Budowano hybrydy, w których 
TM 5 i 6 receptora p2AR wymieniane były na odpo
w iadającą sekwencję pochodzącą z receptora otiAR. 
Otrzymano chimerę w iążącą ligandy ze specyficzno
ścią receptora p 2AR i uczestniczącą w stymulacji 
metabolizmu fosfatydyloinozytolowego z porówny
w alną wydajnością, jak w natywnym receptorze 
a iA R  [77], Podobnie chimery muskarynowych re
ceptorów cholinergicznych Mi i M 2 wykazały wagę 
piątej i szóstej domeny transmembranowej w okre
śleniu specyficzności sprzężenia z białkami G [78], 
Skonstruowano także serię chimerycznych recepto
rów P)/p2AR w celu identyfikacji funkcji kilku do
men transmembranowych, szczególnie TM 4. W ten 
sposób możliwe stało się określenie selektywności 
wiązania różnych agonistów i antagonistów dla tego 
podtypu receptora [79],

Doświadczenia z receptorami chimerycznymi 
wskazują, iż w selektywnym wiązaniu ligandów 
biorą udział także transmembranowe obszary recep
tora, podczas gdy pętle cytoplazmatyczne odpowia
dają za swoiste reakcje z różnymi białkami G. Ponad
to wiadomo, że miejsca N-glikozylacji występują w 
zewnątrzkomórkowym N-końcowym fragmencie, a 
miejsca fosforylacji znajdują się w różnych obsza
rach wewnątrzkomórkowych, odgrywając kluczową 
rolę w regulacji własności receptorów [10, 11, 43],

(iii) M utacje jako metoda badań receptorów

Proces replikacji DNA, zapewniający identyczną 
informację genetyczną komórkom potomnym, jest 
bardzo dokładny, ale niekiedy może zdarzyć się błąd 
nazwany mutacją  (mutacją nazywa się jakąkolwiek 
zmianę w sekwencji nukleotydów genu). Mutacja 
taka jest następnie powtarzana w czasie replikacji 
danego łańcucha DNA. Można wyróżnić trzy podsta
wowe typy mutacji: mutację punktową, samorzutną 
(spontaniczną) oraz mutację indukowaną. Mutacją 
punktową nazywa się każdą pojedynczą zmianę se
kwencji nukleotydowej genu odrębną od sekwencji 
nukleotydowej DNA genu uznanego za standardowy. 
Mutacje powstające samorzutnie, ale też mutacje in
dukowane dość specyficznymi czynnikami m utagen
nymi, są losowe i rodzaju zmian w kodonach nie daje 
się przewidzieć.

Większość badanych mutacji dotyczy genów 
struktury kodujących zwykle białka enzymatyczne. 
Przy tego typu mutacjach zwykle efekt mutacji bada
ny jest w postaci zmiany lub utraty aktywności enzy
matycznej badanego białka. Mutacje nonsensowne 
oraz typu zmiany fazy odczytu prowadzą najczęściej 
do całkowitej utraty aktywności enzymatycznej. M u
tacje typu zmiany sensu m ogą często nie wpływać na
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aktywność enzymu, zmieniać j ą  lub całkowicie zno
sić, w zależności od miejsca i rodzaju substytucji 
aminokwasowej w polipeptydzie [80].

W przypadku receptorów najważniejsze wyniki 
otrzymuje się z badań zm utowanych białek recepto
rowych, w których pojedyncza reszta aminokwaso- 
wa zamieniona zostaje na drodze mutacji punktowej. 
Wyselekcjonowane do badań miejsca zmiany zaw ie
rają zwykle wiązania wodorowe lub naładowaną 
resztę w domenach transmembranowych [81], reszty 
aminokwasowe wysoce konserwatywne we wszyst
kich receptorach, bądź wysoce konserwatywne w da
nej podrodzinie receptorów [82], oraz reszty w pozy
cjach homologicznych do tych, których istotna rola 
została już wykazana w innych receptorach [83]. Inne 
dokonywane punktowe zmiany dotyczą także reszt, 
które są różne wśród receptorów wysoce homologicz
nych i wykazują między gatunkową zmienność w iąza
nia antagonisty [84] oraz reszt różniących się w danej 
podgrupie receptorów, które wiążą ligandy z tej samej 
klasy, lecz z różnym powinowactwem [85],

Do analizy mutacji punktowych szczególnie od
powiedni i jeden z najlepiej przebadanych jest recep
tor P2AR, ze względu na możliwość jego  od
działywań z szeroką gam ą różnych specyficznych li- 
gandów (zarówno agonistów jak  i antagonistów), co 
stwarza możliwość m onitorowania zmian we 
właściwościach wiązania liganda.

Endogenne substancje agonistyczne, takie jak  ad
renalina (epinefryna) i noradreanlina (norepinefry- 
na), cechują się obecnością pierścienia katecholowe- 
go, sprotonowanej grupy aminowej oraz grupy 
P-hydroksylowej. Badania zależności struktu- 
ra-aktywność z użyciem syntetycznych ligandów ad- 
renergicznych, zawierających grupę am inową i gru
pę P-hydroksylową, wykazały istotne znaczenie tych 
grup w wiązaniu zarówno agonistów, jak  i antagoni
stów, natomiast ugrupowanie katecholowe charakte
rystyczne jes t dla wiązania agonistów. Przeprowa
dzono zatem punktową mutację w receptorze PAR 
majacą na celu identyfikację reszt aminokwasowych 
biorących udział w wiązaniu grupy aminowej, 
P-hydroksylowej i pierścienia katecholowego. B ada
nia wykazały, iż Ser 204 i Ser 207 w TM 5 [35], resz
ta Asp 113 w TM 3 [32] oraz reszta Phe 290 w TM 6 
[35] receptora P2AR zaangażowane są w tworzenie 
„kieszeni” wiążącej aminy biogenne. Mutacje punk
towe w miejscu reszt cysteiny (Cys 106, 184, 190, 
191) w receptorze P2AR, wykazały ich znaczącą rolę 
w wiązaniu liganda [13, 15]. Tworzą one mostki di- 
sulfidowe, konieczne do stabilizacji odpowiedniej 
konformacji receptora. Powyższy przykład pokazuje 
ogromną rolę badań dokonywanych za pom ocą mu-

tagenezy w poznaniu zależności między strukturą i 
funkcją receptorów GPCR, jak również w ustale
niach miejsc wiązania ligandów.

Wśród metod biofizycznego badania receptorów 
(zwłaszcza ich transmembranowych, hydrofobo
wych a-helikalnych domen) należy wymienić rów 
nież: analizę rentgenostrukturalną [86, 87], neutro
nografię [88], m ikroskopię elektronową [89] oraz 
wysokorozdzielczą kriomikroskopię elektronową 
[90], ale metody te w ym agają uzyskania wysoce 
oczyszczonego materiału (receptora) i to w znacz
nych ilościach rzędu miligramów.

V. Badania oddziaływań ligand-receptor na 
przykładzie PACAP

Jednym z receptorów należących do rodziny 
GPCR jest receptor PACi. Jego naturalnym ligandem 
jest przysadkowy polipeptyd aktywujący cyklazę 
adenylanową (PACAP) wyizolowany z tkanki pod
wzgórza owcy [91]. Peptyd ten istnieje w dwóch for
mach: jako 38-peptyd PACAP (1-38) oraz jako jego 
krótszy, N-terminalny odpowiednik, składający się z 
27 reszt aminokwasowych —  PACAP (1-27). Obie 
formy PACAP pochodzą ze 176 aminokwasowego 
prekursora [92] i są równie użyteczne w badaniach 
oddziaływań z receptorem, jak  również w badaniach 
stymulacji cyklazy adenylanowej [93, 94], PACAP 
należy do rodziny sekretyny, glukagonu i VIP, a jego 
krótsza forma, PACAP (1-27), wykazuje największą 
homologię z VIP (68%), widoczną głównie w N-ter- 
minalnym [reszty (1 -3) i (6-8)] i środkowym regionie 
(reszty 14-23). Najważniejsze funkcje, które spełnia 
PACAP, to stymulowanie produkcji cyklicznego ade- 
nozynomonofosforanu (cAMP) i wzrostu cytozolo- 
wego stężenia wapnia, stymulowanie syntezy uw al
niania prolaktyny i hormonu wzrostu, jak również 
gonadotropiny, z komórek przysadki, oraz funkcja 
podobna do tej, jak ą  spełnia czynnik wzrostu ner
wów, a mianowicie PACAP zapobiega naturalnej 
śmierci komórki neuronalnej w korzeniu grzbieto
wym zwojów nerwowych embrionu, odgrywając 
neurotroficzną rolę we wzroście i rozwoju mózgu 
[95-98]. Do chwili obecnej odkryto dwa typy recep
torów PACAP (trzy podtypy) [99]. Typ I (receptor 
PA C ]) charakteryzuje się wysokim powinowactwem 
do obu form przysadkowego peptydu aktywującego 
cyklazę adenylanową lecz około tysiąckrotnie niż
szym do VIP, należącego do tej samej rodziny co 
PACAP. Typ II (dwa podtypy receptora: VPACi i 
VPAC2) posiada jednakow e powinowactwo zarówno 
do PACAP (1-38), PACAP (1-27), jak  również VIP 
[99-101].
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Głównym celem przeprowadzonych w naszym 
Zespole badań było wyjaśnienie, która z domen 
cząsteczki jes t  bezpośrednio zaangażowana w 
wiązanie z receptorem. Narzędziem pozwalającym 
na uzyskanie odpowiedzi i wykorzystanym w tej pra
cy, było znakowanie m etodą fotopowinowactwa.

W celu określenia domen cząsteczki PACAP 
(1-27) biorących udział w wiązaniu z receptorem, 
zsyntezowano serię fotoreaktywnych analogów 
PACAP [102, 103], Użyto dwóch różnych dróg 
inkorporacji fotoreaktywnego ugrupowania benzo- 
fenonowego (BP); Phe-6 lub Tyr-22 z sekwencji 
cząsteczki PACAP (1-27) podstawiono p-benzo- 
ilofenyloalaniną [Bz-Phe] oraz zmodyfikowano 
reszty lizyn, odpowiednio w pozycjach 15, 20 lub 21, 
poprzez zacytowanie ich grup e-aminowych kwasem 
p-benzoilobenzoesowym, tworząc w ten sposób pięć 
analogów PACAP (1-27) z fotoreaktywnym am ino
kwasem, zarówno w N -term inalnej nieuporządkowa
nej, jak  i C-terminalnej helikalnej domenie peptydu 
(Ryc. 4).

Wszystkie analogi znakowane były radioaktyw
nym jo d em -125 z w ykorzystaniem procedury „Iodo- 
gen” [104]. Wiązanie fotoreaktywnych analogów 
oszacowano na podstawie przeprowadzonych testów

kompetycyjnych, polegających na podmianie 
związanego z receptorem radioliganda —  
I25I-PACAP (1-27) [102, 103], W Tabeli 1 przedsta
wiono wyniki badań powinowactwa analogów do re
ceptora oraz wydajność fotoznakowania receptora 
tymi analogami, przy wykorzystaniu metody fotopo
winowactwa.

Wnioski wypływające z przeprowadzonych badań 
można przedstawić w następujących punktach:
(i) substytucja Phe w pozycji 6 cząsteczki PACAP 

(1-27), a więc w jego nieuporządkowanej N-ter- 
minalnej domenie, powoduje jedynie niewielkie 
zmiany w powinowactwie wiązania liganda do 
receptora;

(ii) substytucja Tyr w pozycji 22, jak  również jednej 
z trzech reszt lizynowych (w pozycji 15), w a -  
helikalnej domenie peptydu obniża 10-20-krot- 
nie powinowactwo wiązania peptydu z recepto
rem, lecz pomimo niższego powinowactwa tych 
analogów do receptora, “znakują” one receptor 
PAC] z w yższą wydajnością, niż pozostałe foto- 
reaktywne analogi;

(iii) reszty lizyny w pozycji 15 i tyrozyny w pozycji 
22 są resztami decydującymi o zachowaniu w y
sokiego powinowactwa wiązania peptydu z re-

PACAP (1-27)

H is-Ser-A sp-G ly-Ile-Phe6-Thr-Asp-Ser-Tyr-Ser-A rg-Tyr-Arg-Lys15-Gln- 

-M et-A la-V al-L ys20-L ys21-T yr22-Leu-A la-A la-V al-L eu-N H 2 

[B z-P he6] P A C A P  (1-27)

[Lys(e-pBz2)ls] PACAP (1-27)

[Lys(e-pBz2)20] PACAP (1-27)

[Lys(e-pBz2)21] PACAP (1-27)

[Bz-Phe22] PACAP (1-27)

Lys (e-pBz^
^  ii ^o o
CA f - 000"

N H

Ryc. 4. Badane analogi PACAP (1-27)
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T abela  1.

Powinowactwo do receptora PACAP I typu (PACi)pochodzącego z mózgu świni (A'd) oraz wydajności jego fotoznakowania przez fotoreaktywne ana
logi

Ligand Kd (nM )a Wydajność fotoznakow ania (% /

PACAP (1-27) 0.57 ± 0.12 —
[Bz-Phe6] PACAP (1-27) 1.32 ± 0.24 2

[Lys(e-pBz2)15] PACAP (1-27) 7.16 ± 1.90 27

[Lys(e-pBz2)2°] PACAP (1-27) 9.40 ±  0.80 <5

[Lys(e-pBz:)21] PACAP (1-27) 7.73 ± 2.82 8

[Bz-Phe22] PACAP (1-27) 4.42 ± 0.35 45

a Wartości stałych dysocjacji (ATd) wiązania nieznakow anych fotoreaktyw nych analogów z m em branam i pochodzącym i z mózgu św ini określo
no w testach kom pctycyjnych z zastosow aniem  125I-PACAP (1-27)
b W ydajności fotoznakowania pow inow actw a odnoszą się do procentowej zawartości kom pleksu ligand-rcceptor, który tworzy się jako kowa
lencyjny addukt po fotoaktywacji liganda
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ceptorem i są położone w miejscu (lub blisko 
miejsca) wiązania się PACAP (1-27) ze swoim 
receptorem I typu.

VI. Podsumowanie

W przedstawionej pracy opisaliśmy działanie re
ceptorów sprzężonych z białkami G (GPCR), a 
zwłaszcza proces wiązania tych receptorów z ligan- 
dem. Szczegółowo omówiono niektóre eksperym en
talne metody stosowane do badań oddziaływań li- 
gand-receptor, a na przykładzie własnym do
tyczącym przysadkowego peptydu aktywującego cy- 
klazę adenylanową (PACAP) pokazano jak  w ykorzy
stanie znakowania m etodą fotopowinowactwa po
zwoliło w' sposób zadawalający zidentyfikować do
meny peptydu, a nawet reszty aminokwasowe z se
kwencji liganda odpowiedzialne za interakcję z re
ceptorem.

Zastosowanie technik biologii molekularnej, ge
netyki, farmakologii, biochemii, pozwala lepiej zro
zumieć molekularne aspekty funkcjonowania recep
torów sprzężonych z białkami G oraz roli jaką  
spełniają. Badania chimer receptorowych czy zasto
sowanie badań mutagenezy dają wgląd w m echa
nizm oddziaływań liganda z receptorem. Również 
dalszy rozwój technik eksperymentalnych jak  bada
nia rentgenostrukturalne, kriom ikroskopia oraz ba
dania teoretyczne [56] u ła tw iają  zrozum ienie skom 
plikowanego m echanizm u transdukcji sygnału 
przez receptory GPCR. Biorąc pod uwagę w ielką fi
zjologiczną rolę, j a k ą  odgryw ają  różne receptory 
należące do rodziny receptorów  sprzężonych z 
białkami G, zrozumienie m echanizm u ich działania 
będzie miało nieocenione znaczenie w terapii róż
norakich schorzeń.
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Z głaszanie prac dośw iadczalnych do nagrody im. J. K. Pam asa

Zarząd Główny Polskiego Tow arzystwa Biochemicznego przypomina, że wszyscy członkowie Towarzystwa m ają 
prawo do zgłaszania na ręce Zarządu G łównego Towarzystwa kandydatur do Nagrody im. Jakuba Karola Pamasa 
na najlepszą pracę dośw iadczalną w ykonaną w polskim laboratorium i opublikow aną w 1999 roku. Termin 
zgłaszania kandydatur upływ a z dniem 30 kwietnia 2000. Zgłoszone prace zostaną przekazane Komisji ds. 
Nagrody im. Jakuba K arola Parnasa.

Spraw ozdanie z pobytu w Rum unii w ram ach G rupy Roboczej FEBS-u 
utw orzonej d la popraw y sytuacji w dziedzinie biochem ii w krajach Centralnej i 

W schodniej Europy

Grupa Robocza FEBS-u, w skład której w chodzą profesorowie: G. Dirheimer (przewodniczący FEBS-u), 
J. E. Celis (sekretarz generalny FEBS-u), 1. M owbray (skarbnik FEBS-u), P. N. Campbell (koordynator FEBS-u do 
spraw pomocy krajom  Europy W schodniej) oraz członkowie: A. El'skaya (Ukraina), J. Barańska (Polska), 1. 
Safarik (Republika Czeska) i S. Szedlacsek (Rumunia) spotkała się w Bukareszcie w dniach 6-9  lutego 2000 r. 
Program pobytu obejm ow ał wizyty w Instytucie Biochemii oraz Biologii Komórki i Patologii, należących do 
Rumuńskiej Akademii N auk, oraz w izytę na W ydziale Biologii Uniwersytetu w Bukareszcie, podlegającym  
M inisterstwu Oświaty. W izytow ano także Instytut Żywienia oraz Chemii Farmaceutycznej, mające charakter 
Instytutów Resortowych. Ponadto Grupa spotkała się z przedstawicielami M inisterstwa Oświaty i prezesem 
Rumuńskiej Akademii N auk, prof. E. Simionem. W wyniku tych wizyt i spotkań oraz dogłębnych dyskusji 
powstało pogłębione opracowanie: „Report of the FEBS W orking Group to explore ways of improving assistance 
to Central and Eastern Europe", dostępne na stronie internetowej Zarządu Głównego Polskiego Towarzystwa

Biochemicznego: W W W . p t b i o c h . e d u . p l . W Raporcie tym przedstawiono szereg propozycji zm ierzających 
do poprawy sytuacji i uspraw nienia pracy rum uńskich kolegów. Spotkania Grupy Roboczej w poszczególnych 
krajach Europy Centralnej i W schodniej będą odbywały się corocznie.

Członek Grupy Roboczej FEBS-u,
Prezes Polskiego Towarzystwa Biochemicznego 

Profesor Jolanta Barańska
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Rola katepsyn cysteinowych oraz ich inhibitorów w 
procesach fizjologicznych i nowotworowych 

The role of cysteine cathepsins and their inhibitors in 
physiological and neoplastic processes

IZABELA BERDOWSKA1, MACIEJ SIEWIŃSKI2
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1-2. Białkowe inhibitory proteaz cysteinowych
I-3. Udział katepsyn cysteinowych w procesach fizjolo

gicznych
II. Katepsyny cysteinowe i ich inhibitory w nowotworach

II-l. Hipotetyczny mechanizm działania proteaz cyste
inowych w nowotworach

II-2 Potencjalne mechanizmy prowadzące do wzrostu 
aktywności katepsyn cysteinowych w nowotwo
rach

II-3. Inhibitory proteaz cysteinowych jako czynniki an- 
tynowotworowe

Wykaz stosowanych skrótów: bFGF —  zasadowy czynnik 
wzrostu fibroblastów; CA-074 —  L-trans-epoksyburszty- 
nylo-L-izoleucylo-L-prolino-propylamid; EGF —  naskórkowy 
czynnik wzrostu; E-64 — epoksybursztynylo-L-leucylo-4- 
guanidynobutan; IFN-y —  interferon gamma; PA 1-1/2 —  inhibi
tor aktywatora plazminogenu typu urokinazy; PDGF — 
płytkopochodny czynnik wzrostu; 12-(S)- HETE —  kwas 
12(S)-hydroksy-eikozotetraenowy; TIMP - tkankowy inhibitor 
metaloproteaz; TN F-a —  czynnik martwicy nowotworów; tPA 
— tkankowy aktywator plazminogenu; uPA —  aktywator 
plazminogenu typu urokinazy; VEGh — białko gruczołu von 
Ebnera; Z-F-F-CHN2 —  karbobenzoksy-fenyloalanylofenylo- 
alanino-diazometyloketon.

I. Ogólna charakterystyka katepsyn cyste
inowych oraz ich inhibitorów

1-1. Lizosomalne proteazy cysteinowe

Do grupy enzymów katalizujących hydrolizę 
białek zaliczamy proteazy cysteinowe, serynowe,

'Dr, 2Dr hab., Katedra i Zakład Biochemii Lekarskiej, Akade
mia Medyczna we Wrocławiu, ul. Chałubińskiego 10, 50-368 
Wrocław, e-mail: iza@bioch.am.wroc.pl

Contents:

I. Characterization of cysteine cathepsins and their inhibi
tors
1-1. Lysosomal cysteine proteases
1-2. Proteinous inhibitors of cysteine proteases
I-3. Participation of cysteine cathepsins in physiologi

cal processes
II. Cysteine cathepsins and their inhibitors in tumours

II-l. Hypothetical mechanism of cysteine proteases ac
tivity in tumours

II-2. Potential mechanisms leading to the rise in activity 
of cysteine cathepsins in tumours

II-3. Inhibitors of cysteine proteases as antitumorigenic 
agents

aspartylowe i metaloproteazy. Proteazy cysteinowe 
występujące u ssaków można podzielić na dwie 
nadrodziny, z których pierw szą stanowią kaspazy, a 
drugą nadrodzina papainy proteaz cysteinowych. 
Kaspazy nie wykazują podobieństwa strukturalnego 
z nadrodziną papainy. Jedyną cechą w spólnąjest  w y
stępowanie cysteiny w centrum aktywnym [1], Rola 
tych enzymów w procesach zapalnych i program o
wanej śmierci komórki je s t  coraz lepiej poznawana i 
doczekała się ostatnio wielu prac poglądowych 
(m. in. w „Postępach Biochem ii” ; [2, 3]). Do nadro
dziny papainy proteaz cysteinowych można zali
czyć:
1. Kalpainy (omówione w „Postępach Biochemii” :

[4]).
2. Hydrolazy bleom ycyny —- które poprzez inakty-

wację b leom ycyny chronią ludzkie komórki no
wotworowe przed jej toksycznością. Występują 
prawdopodobnie w cytosolu w postaci heksame- 
rów, przypominających budową proteasom 20 S 
[1 ,5 ] .

3. Rodzinę papainy —  dobrze zbadaną grupę enzy
mów m ającą ponad 80 przedstawicieli w bazie 
danych [1],
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Obecna praca traktuje o należących do tej trzeciej 
grupy lizosomalnych proteazach cysteinowych, na
zywanych też katepsynami cysternowymi. W łaś
ciwości tych enzymów omówiono w „Postępach Bio
chemii” wiele lat temu [6], jednak  od tego czasu po
jaw iło  się sporo nowych informacji. Dotychczas 
sklonowano i zsekwencjonowano 11 ludzkich katep- 
syn cysteinowych: katepsyny B [7], L [8], H [9], S 
[10], O [11], K [12], C [13], W [14], F [15], L2 [16] i 
Z [17] (dane zebrano w Tab. 1). W 1998 roku poja
wiły się doniesienia, w których opisano nowe katep
syny: V [18] i X [19]. Okazały się one jednak  iden
tyczne z katepsynami L2 i Z odkrytymi nieco wcze
śniej przez S a n t a m a r i ę  i in. [ 16, 17] (V = L2 i X

lizację stwierdzono w przypadku katepsyn S, K, W i 
L2. Katepsyny S i W występują w narządach i ko
mórkach związanych z układem immunologicznym, 
jak śledziona, węzły chłonne, leukocyty, przy czym 
katepsyna W głównie w limfocytach T cytotoksycz- 
nych [14, 23]. Katepsyna L2 ulega ekspresji przede 
wszystkim w grasicy, jądrach, nabłonku rogówki i w 
nowotworach [18, 16], a charakterystycznym miej
scem występowania katepsyny K są osteoklasty [12] 
(patrz Tab. 1). Niedawno zidentyfikowano w lizoso- 
mach człowieka proteazę cyste inow ą nie należącą do 
rodziny papainy —  legumainę, która do tej pory uw a
żana była za enzym występujący tylko u roślin 
strączkowych i kilku bezkręgow ców  [24],

katepsyna B 

katepsyna O 

katepsyna H 

katepsyna L 

katepsyna L2 

katepsyna K 

katepsyna S

= Z). Porównując sekwencje am inokwasow e A d a - 
c h i  W. i in. [18] skonstruowali dendrogram  obra
zujący stopień podobieństwa enzymów (Ryc. 1). 
Brak na nim katepsyn W, F, Z i C. Katepsyna W w y
kazuje jedynie 21-31% homologii z innymi enzyma
mi [14], za wyjątkiem katepsyny F, do której jest po
dobna w 58% [15]. Katepsyna F natomiast wykazuje 
około 40% homologii z katepsynami B, L, K, S, H i O 
[15]. Dojrzała katepsyna Z jest w około 30 % iden
tyczna z ludzkimi katepsynami B, C, H, L, K, O, S i 
W, a ponadto zawiera bardzo krótki proregion, co 
może świadczyć o je j  przynależności do nowej pod
grupy proteaz papainopodobnych [19]. Odrębnym 
nieco enzymem jest katepsyna C, która w przeciwie
ństwie do pozostałych lizosomalnych proteaz cyste
inowych papainopodobnych ma strukturę wielopod- 
jednostkową: składa się z 4 identycznych m onom e
rów o M r=50 kD zawierających 3 różne łańcuchy po- 
lipeptydowe i ma zdolność do równoczesnego 
przyłączania 4 cząsteczek substratu [20], Struktura 
genu katepsyny C pozwala przypuszczać, że upodob
niła się ona do innych członków tej rodziny przez 
konwergencję. Podczas gdy inne katepsyny cyste
rnowe mają geny zbudowane z około 10 eksonów 
przedzielonych intronami, to gen katepsyny C składa 
się jedynie z dwóch eksonów i jednego  intronu [21, 
22],

Powszechnie w wielu tkankach w ystępują katep
syny B, L, H, F, O, Z i C, natomiast ograniczoną loka-

Ryc. 1. Dendrogram oparty na sekwencji 
aminokwasowej dojrzałych form 
ludzkich katepsyn cysteinowych 
(na podstawie [18]).

1-2. Białkowe inhibitory proteaz cysteinowych

Praca poglądowa dotycząca inhibitorów proteaz 
cysteinowych ukazała się w „Postępach Biochemii” 
w 1987 roku [25]. W organizmie człowieka istnieje 
kilka rodzajów tych białek, które można podzielić na 
trzy rodziny: stefiny, cystatyny i k ininogeny [26-3 1 ]. 
Pokrewieństwo tych inhibitorów przedstawiono na 
rycinie 2. Do najmniejszych inhibitorów o masie 
około 11 kD należą stefiny A i B, przy czym niektó
rzy zaliczają do tej rodziny również białko p 2 1 kodo
wane przez protoonkogen ras. Wydaje się jednak, że 
białko to mogło się upodobnić do stefin w wyniku 
konwergencji [28], Cystatyny to białka o masie 
około 14 kD występujące głównie w płynach fizjolo
gicznych [28]. Najbardziej rozpowszechniona jest 
cystatyna C, której obecność zarejestrowano zarów 
no poza-, jak i w ewnątrzkom órkowo we wszystkich 
tkankach [27, 28], Duże stężenie tego inhibitora w y
stępuje zwłaszcza w płynie mózgowo-rdzeniowym 
[28]. Charakterystycznymi dla śliny inhibitorami są 
natomiast cystatyny S, SN, SA i D [30], Niedawno 
odkryto nowe cystatyny; F w ystępującą głównie w 
śledzionie i leukocytach [32] i E/M znajdującą się w 
wielu tkankach, a zwłaszcza w nabłonku [33, 34], 
Ten drugi inhibitor został wyizolowany równocze
śnie przez dwa zespoły naukowe, które nadały mu 
nazwę cystatyna E [34] i cystatyna M [33]. Obydwie 
cystatyny F i E/M różnią się od pozostałych tym, że
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zawierają reszty węglow odanowe, co zwiększa ich 
masę do ponad 20 kD [33, 34]. Ponadto struktura cy- 
statyny F jes t  prawdopodobnie stabilizowana przez 
trzy mostki disiarczkowe, podczas gdy pozostałe cy-

Tabela 1.

Charakterystyka katcpsyn cysternowych

cha niezmiennego p41, który hamuje katepsynę L i 
H [37, 38], Zdolność do hamowania katepsyn cyste
rnowych wykazano również w przypadku białka 
YEGh. Należy ono do lipokalin ślinowych (białek

Katepsyna EC [131J
Lokalizacja na 
chromosomie

Liczba aminokwasów 
preprokatepsyny *

Występowanie

B 3.4.22.1 8p22 [73] 339 (17+62+260) [131] P; wątroba, tarczyca, nerki, śledziona [134]

L 2.4.22.15 9q22 [132] 333 [63] P; wątroba, tarczyca, nerki [134]

H 3.4.22.16 15q24 [131] 335 [14] P; śledziona, nerki, wątroba [135]

S 3.4.22.27 lq 2 1 [133] 331 (114+217) [131]
O; śledziona, węzły chłonne, serce, mózg, jelita, 
płuca [23]

O 3.4.22.- . 321 [11] P; wątroba, nerki, łożysko, jajniki [11]

K 3.4.22.38 1q 2 1 [131] 329 (15+99+215) [131]
O; osteoklasty [62, 69], fibroblasty maziowe 
[70]

W 3.4.22.- 11 q 13 [21] 376(21+106+249)[14]
O; śledziona, węzły chłonne (zwłaszca limfocyty 
T cytotoksyczne) [14]

F 3.4.22.- - 302 (88+214) [15]
P; serce, mięśnie szkieletowe, mózg, jądra, jajni
ki [15]

Z 3.4.22.- 20q 13 [17] 303 (23+38+242) [17] P; wątroba, nerki, łożysko, płuca [17, 19]

L2 3.4.22.- - 334 [16] O; rogówka [18], jądra, grasica [16]

C 3.4.14.1 1l q 14 [22]
200 kD **

(4 podjedn. x 50 kD) [20]
P; nerki, łożysko, płuca [22]

O bjaśnienia: EC —  enzyme com m ission ; klasyfikacja zgodna ze w skazaniam i Kom itetu Nom enklatury M iędzynarodowego Związku 
Biochemii i B iologii M olekularnej (NC-1UBMB); O —  występow anie ograniczone do specyficznych narządów; P —  występowanie 
powszechne w wielu organach; wym ieniono narządy charakteryzujące się najw yższą ekspresją enzym u; *w naw iasach podano ilość 
aminokwasów sekw encji sygnalnej, propeptydu i enzymu dojrzałego (w katcpsynic F nic stw ierdzono peptydu sygnalnego, a w rubryce 
dotyczącej katepsyny S przedstaw iono długość peptydu sygnalnego i propeptydu łącznie); **dla katepsyny C zam iast liczby aminokwasów 
podano jej masę cząsteczkow ą.

statyny (C, D, S, SA, SN i E/M) m ają po dwa mostki 
[29, 33, 34], Jeszcze jed n ą  cechą odróżniającą cysta- 
tynę E/M jest niższy stopień podobieństwa do innych 
inhibitorów tej rodziny (tylko 30-35% identyczno
ści) i odmienne umiejscowienie genu (na chrom oso
mie 11, a nie na 20, jak  u pozostałych) [32], Trzecia 
rodzina inhibitorów proteaz cysteinowych; kinino- 
geny, jest dobrze znana ze względu na rolę w zapale
niu i kaskadzie krzepnięcia krwi [35]. Jedną z ich 
funkcji stanowi uwalnianie kinin (np. bradykininy)
[31], a ponadto posiadają własności inhibitorowe, 
mając zdolność do przyłączania dwóch katepsyn cy
steinowych [36],

Istnieją również białka charakteryzujące się zdol
nością hamowania proteaz cysteinowych, kterych 
nie można zaliczyć do żadnej z tych trzech rodzin. 
Ostatnio wyodrębniono taką grupę inhibitorów, dla 
których zaproponowano nazwę „tyropiny” (inhibi
tory proteaz zawierające domenę typu 1 tyreo- 
globuliny) [37]. Do tyropin należy fragment łańcu-

m ających zdolność do wiązania ligandów hydrofo
bowych) [39], Podobnie, badając właściwości anty
genu raka płaskonabłonkowego SCCA1, wykazano, 
że należy on do inhibitorów proteaz cysteinowych 
[40]. Antygen ten, wykorzystywany jako wskaźnik 
świadczący o bardziej zaawansowanych stadiach 
raka, istnieje w dwóch formach: SCCA1 i 2. Na pod
stawie sekwencji aminokwasowej obydwa białka za
liczono do nadrodziny inhibitorów proteaz seryno- 
wych, zwanych serpinami. Okazało się jednak, że 
tylko SCCA2 hamuje enzymy należące do tej grupy 
(jak katepsyna G). SCCA1 natomiast hamował ka
tepsyny S, L i K, a nie wykazywał aktywności wobec 
trypsyny, czy aktywatora plazminogenu uPA [40],

1-3. Udział katepsyn cysteinowych w procesach fi
zjologicznych

Do niedawna główną rolą, jak ą  przypisywano ka- 
tepsynom cysteinowym, była końcowa proteoliza
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białek w lizosomach, zarówno w ew nątrzkom órko
wych, jak  i wchłanianych z zewnątrz na drodze endo- 
cytozy [41, 42] (o proteołizie lizosomalnej w konte
kście proteolizy wewnątrzkomórkowej traktuje arty
kuł opublikowany w „Postępach B iochemii” : [43]). 
Ostatnio, wraz z odkrywaniem i charakterystyką no
wych przedstawicieli tej rodziny, staje się jasne, że 
b iorą one udział w wyspecjalizowanych procesach. 
Przekształcają wiele proenzymów, prohormonów i 
neuropeptydów w formy aktywne [44-48], b iorą 
udział w procesach zapłodnienia [49, 50] i rozwoju 
płodu [51], jak  również w proliferacji komórek [50] i 
ich różnicowaniu się [51-54], Stwierdzono ponadto 
ich udział w prezentacji antygenu [41, 55-60], p rze
mianach tkanki chrzęstnej i kostnej [61-65] oraz w 
apoptozie [66-68] (Tab. 2).

W procesach prowadzących do prezentacji anty
genu w kompleksie z cząsteczkami MHC klasy II 
biorą prawdopodobnie udział katepsyny S, L i B. Ka- 
tepsyna B (podobnie jak  proteazy aspartylowe) 
uczestniczy w proteołizie białek z utworzeniem pep- 
tydów antygenowych [55], natomiast katepsyny S i L 
degradują łańcuch niezmienny Ii [58, 59]. Łańcuch 
ten pełni istotną funkcję podczas syntezy i dojrzewa
nia białek a[3 MHCII; przyłączając się do nich w reti- 
kulum endoplazmatycznym stabilizuje kompleks i 
zapobiega przedwczesnem u wiązaniu się peptydów 
antygenowych. Istotnym etapem jest więc degrada
cja łańcucha i zwolnienie rowka, do którego następ
nie przyłącza się peptyd. Kiedy to nastąpi, cały kom 
pleks wędruje na powierzchnię błony komórki pre
zentującej antygen. W świetle najnowszych badań 
wydaje się, że zarówno katepsyna S, jak  i L b iorą 
udział w proteołizie łańcucha Ii, uczestniczą one je d 
nak w stosunkowo późnych etapach degradacji. Za
hamowanie aktywności tych enzymów powodowało 
bowiem gromadzenie się krótkich N-końcowych po
lipeptydów Ii [58, 59]. Na wcześniejszym etapie 
proteolizy m uszą więc działać inne enzymy. Wydaje 
się ponadto, że katepsyny S i L swoje funkcje 
spełniają w odmiennych rodzajach komórek. Katep
syna L jest niezbędna do degradacji Ii w nabłonko
wych komórkach kory grasicy, ale nie w komórkach 
prezentujących antygen pochodzących ze szpiku 
kostnego, gdzie właśnie katepsyna S miałaby pełnić 
główną rolę [59]. Udział katepsyny S w prezentacji 
antygenu stwierdzono w kom órkach dendrytycznych
[60] i limfocytach B [57]. Podanie myszom specy
ficznego inhibitora dla tej katepsyny selektywnie za
hamowało jej aktywność w splenocytach, powodując 
nagromadzenie się produktu przejściowego proteoli
zy łańcucha niezmiennego, osłabienie wiązania się 
cząsteczek MHC klasy II z antygenem i zaham ow a

nie prezentacji antygenu [58]. Natomiast myszy po
zbawione genu kodującego katepsynę L wykazywały

Tabela 2.

Udział katepsyn cysteinowych w procesach fizjologicznych i patolo
gicznych

Funkcja fizjologiczna Katepsyna

prezentacja antygenu w kompleksie z 
MHCII

B [55], L [59], S 
[57, 58, 60]

przemiany tkanki chrzęstnej i kostnej K [63, 64, 69]

apoptoza B [66, 68]

aktywacja proenzymów, prohormo
nów

B, H, L [44-48]

aktywacja proteaz serynowych w ko
mórkach układu odpornościowego

C [22]

zapłodnienie i rozwój płodu L [49-51]

różnicowanie się komórek L [51], B [53]

Funkcja patologiczna Katepsyna

nowotwory (przegląd w [79, 80, 
136]):

sutka
B, L, H [137], L2 
[16]

jelita grubego B, L [138], L2 [16]

płuc B, L [139]

głowy i szyi B, L, H * [140]

gruczołu krokowego B [141]

jajnika B [82]

trzustki B [142], L [143]

żołądka B, L [144]

wątroby B [145]

czerniak B, L, H [87]

glcjaki B, L, S [79], H [95]

inne choroby

piknodysostoza K [65]

choroba reumatoidalna K [70]

zapalenie przyzębia B, L, H [76, 77]

miopatie B [75], L [74]

stwardnienie rozsiane B [146]

choroby mózgu związane z odkłada
niem się złogów amyloidu (np. choro
ba Alzheimera)

B, L, H [73]

Objaśnienia:* W ykazano obniżoną ekspresję katepsyny H w tkance 
nowotworowej w porównaniu z prawidłową.

obniżoną o około 70% ilość limfocytów TCD4+ za
równo w grasicy, jak  i w obwodowej części układu 
limfatycznego [59]. Okazało się, że brak aktywnej 
katepsyny L w komórkach nabłonkowych kory grasi
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cy powodował gromadzenie się fragmentów łańcu
cha Ii, co zaburzało prezentację antygenu i selekcję 
pozytywną limfocytów [59].

Funkcja fizjologiczna, ja k ą  przypisuje się katep- 
synie K związana jes t z przem ianą tkanki kostnej, w 
której zachodzi dynamiczny proces resorpcji i od
twarzania kości. Faza resorpcji przeprowadzana jest 
przez osteoklasty, które przywierają do powierzchni 
kości i doprow adzają do w ytworzenia kompartmentu 
pozakomórkowego; tzw. dołka resorpcyjnego. Do 
dołka, w którym utrzymywane jes t niskie pH, oste- 
oklast wydziela proteazy. W tym kwaśnym środow i
sku powierzchnia mineralna kości ulega rozpuszcze
niu i macierz b iałkowa zostaje udostępniona prote- 
azom. Druga faza, „rem odelowanie” polega na re
krutacji osteoblastów do odpowiednich miejsc, od-

fekowanych tym zm utowanym  genem nie stwierdzo
no obecności białka, co świadczy o tym, że mutacja 
powoduje nieprawidłowości w syntezie i dojrzewa
niu lub stabilności enzymu. Druga mutacja polega na 
powstaniu przedwczesnego kodonu stop, co pow o
duje skrócenie polipeptydu o 89 aminokwasów. Po
nieważ wraz z nimi enzym traci histydynę i asparagi- 
nę wchodzące w skład centrum aktywnego, efektem 
tej mutacji jes t pozbawienie aktywności [65], W yni
ki te wskazują, że brak funkcjonalnej katepsyny K 
może być przyczyną osteosklerozy. Odwrotnie, cho
roby, w których obserwuje się nadm ierną degradację 
tkanki kostnej, jak  osteoporoza lub zapalenie sta
wów, mogą wynikać z podwyższonej aktywności en
zymu. Argumentem przemawiającym za słusznością 
tej hipotezy jest fakt, że katepsyna K ulega ekspresji

stefina A 

stefina B 

cystatyna S 

cystatyna SA 

cystatyna SN 

cystatyna C 

cystatyna D 

cystatyna E/M 

cystatyna F 

kininogen D3 

kininogen D2

Ryc. 2. Dendrogram przedstawiający pokre
wieństwo ewolucyjne ludzkich inhibi
torów katepsyn cysteinowych (na pod
stawie [32]).

budowie i mineralizacji macierzy białkowej [69], 
Katepsyna K prawdopodobnie bierze udział w re
sorpcji macierzy białkowej, na co wskazuje specy
ficzna ekspresja tego enzymu w osteoklastach [62] 
oraz jego zdolność do proteolizy kolagenu typu I i II 
oraz osteonektyny budujących kości [63, 64]. N ie
prawidłowości w ekspresji katepsyny K m ogą być 
związane z chorobami kości lub stawów. Jedną z nich 
jest piknodysostoza, rzadkie schorzenie dziedziczo
ne jako cecha recesywna. Charakteryzuje się sklero
tyczną dysplazją szkieletu, co objawia się m. in. ni
skim wzrostem, łamliwymi i gęstymi kośćmi długi
mi, deformacjami czaszki. W schorzeniu tym liczba 
osteoklastów jes t  prawidłowa, ale zwiększony jest 
obszar demineralizacji kości otaczający poszczegól
ne osteoklasty. W osteoklastach występują duże, n ie
prawidłowe wakuole cytoplazmatyczne zawierające 
włókna kolagenu kości. U pacjentów z tą chorobą 
znaleziono mutacje w genie katepsyny K. Jedna po 
lega na „wyłączeniu” prawidłowego kodonu stop (w 
wyniku tranzycji A do G zmienia się on w kodon dla 
tryptofanu), co powoduje produkcję polipeptydu 
dłuższego o 19 aminokwasów. W komórkach trans-

w fibroblastach mazi stawowej, czyli komórkach 
przyczyniających się do degradacji kości w chorobie 
reumatoidalnej. Ponadto wykazano wzrost ekspresji 
enzym u w błonie maziowej pacjentów z tym scho
rzeniem  [70], Istnieją różne teorie próbujące 
wytłum aczyć rolę katepsyny K produkowanej przez 
fibroblasty maziowe w gośćcu stawowym. Może być 
ona ograniczona do proteolizy fragmentów macie
rzy, które powstają w wyniku trawienia przez inne 
komórki, po ich internalizacji, lub też sama katepsy
na K może być wydzielana i trawić składniki macie
rzy pozakomórkowo [70]. Można sądzić, że terapią 
odpow iednią w osteoporozie, lub zapaleniu stawów 
będzie hamowanie nadmiernej aktywności katepsy
ny K za pom ocą specyficznego inhibitora (obecnie 
trw ają  prace nad jego stworzeniem), lub blokowanie 
ekspresji genu antysensownym RNA [65, 70].

Programowana śmierć komórki jest zjawiskiem 
szeroko badanym w ostatnich latach. Pojawiły się sy
gnały, że oprócz kaspaz również katepsyny cysteino
we m ogą tu odgrywać pew ną rolę. Sprawę kompliku
je  fakt, że niektóre z inhibitorów kaspaz hamują ak
tywność katepsyny B in vitro i w hodowlach komór-
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kowych w takich stężeniach, jakich zwykle używa 
się do hamowania kaspaz [66, 71]. Katepsyna B w y
daje się uczestniczyć w apoptozie hepatocytów spo
wodowanej zastojem żółci, co jest cechą wielu prze
wlekłych chorób wątroby u ludzi. Enzym ten jes t 
prawdopodobnie uaktywniany w następstwie pobu
dzenia receptora FAS i kaspazy 8 i jest, podobnie jak  
kaspaza 8 niezbędny, żeby zaszła apoptoza [66]. 
Czynnikiem działającym odwrotnie, czyli zapobie
gającym śmierci komórek okazała się natomiast ste- 
fina A [67]. O udziale katepsyny B w apoptozie neu
ronów świadczy natomiast efekt, jaki wywołał spe
cyficzny inhibitor tego enzymu CA-074. Przez 
dożylne podanie CA-074 udało się powstrzymać 
śmierć około 67% neuronów w obszarze CA1 hipo-

Ił.Katepsyny cysteinowe i ich inhibitory w 
nowotworach

II-l. Hipotetyczny mechanizm działania proteaz 
cysternowych w nowotworach

Wiele zebranych dotychczas informacji wskazuje 
na istotny udział enzymów proteolitycznych w pro
cesie wzrostu nowotworów i przerzutowaniu. Prote- 
azy współdziałają ze sobą w degradacji struktur bu
dujących macierz pozakomórkową i błony podstaw- 
ne otaczające nowotwór, co ułatwia komórkom no
wotworowym proliferację i rozsiewanie. Ważną rolę 
odgrywają tu katepsyny (głównie B i L). Zgodnie z 
istniejącą od kilku lat koncepcją uważa się, że ko-

prokatepsyna D

autoaktywacja cysta tyny i ste finy

KATEPSYNA D

prokatepsyny B i L >  KATEPSYNY B i L

prokolagenazy

pro-u PA

plazm inogen

- ►  uPA < p a ! y2

t
tPA
A

PLAZM INA 4 .....  a^makrogtobuhna
antyplazmina

->  KO LAG PN AZY 
▲

p a i - a TIMPs

Ryc. 3. Hipotetyczny mechanizm zmian aktywności enzymatycznej w procesach nowotworowych ([73, 78] —  zmodyfikowane). Objaśnienia: TIMP 
— tkankowy inhibitor mctaloprotcaz; tPA —  tkankowy aktywator plazminogenu; uPA — aktywator plazminogenu typu urokinazy; PA1 —  1/2 
inhibitor aktywatora plazminogenu typu urokinazy

kampa małpy po indukcji ischemii [68]. Inhibitor ten 
jest więc obiecującym lekiem, który mógłby ochro
nić neurony przed śmiercią spow odowaną niedo
krwieniem, lub innymi procesami zw iązanymi ze 
starzeniem się mózgu i chorobami degeneracyjnymi 
w obrębie ośrodkowego układu nerwowego [68], 
Oprócz katepsyny B, w chorobach mózgu, takich jak 
stwardnienie rozsiane, choroba Alzheimera lub de- 
mencja starcza, istotną rolę pełnią prawdopodobnie 
katepsyny L i H (omówione w [72]). Inne stany pato
logiczne, w których katepsyny cysteinowe mają swój 
udział to choroby nowotworowe [73], rozedma płuc 
[1], dystrofia mięśniowa [74, 75], zapalenie tkanki 
dziąsłowej [76, 77].

mórki nowotworowe wydzielają bądź eksponują na 
powierzchni prokatepsyny B i L, które następnie po 
uaktywnieniu przez katepsynę D, przekształcają pre- 
kursory aktywatora plazminogenu i kolagenaz do en
zymów aktywnych. W efekcie tej kaskady aktywa
cyjnej wzrasta potencjał proteolityczny w otoczeniu 
nowotworu. Intensywność tych procesów regulują 
inhibitory aktywatora plazminogenu (PAI), metalo- 
proteaz (TIMPs) i proteaz cysternowych, będące na
turalnymi czynnikami chroniącymi zdrowe tkanki 
przed nadmierną proteolizą [72, 78, 79] (Ryc. 3). N a
ruszenie równowagi enzym/inhibitor uważane jest 
więc za jedną  z przyczyn rozwoju nowotworu. W 
trakcie tego procesu obserwuje się bowiem często
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obniżenie stężenia inhibitorów, przy równoczesnym 
wzroście aktywności proteolitycznej [80]. (Układ 
związany z działaniem aktywatora plazminogenu w 
nowotworach opisano niedawno w „Postępach Bio
chemii” : [81]).

Spośród lizosomalnych proteaz cysteinowych, 
najlepiej w progresji nowotworów jes t  udokum ento
wany udział katepsyn B i L. Zarówno w tkankach no
wotworowych, jak  i surowicy pacjentów obserwuje 
się wzrost ich ekspresji, która często jest dodatnio 
skorelowana ze stopniem zaawansowania choroby 
[82-92]. Enzymy te charakteryzują się również zdol
nością do degradacji kolagenu typu IV, fibronektyny, 
lamininy i proteoglikanów budujących struktury po- 
zakomórkowe [89, 90, 93, 94]. Coraz więcej pojawia 
się informacji o występowaniu innych katepsyn cy
steinowych w nowotworach; H [87, 95], S [79], L2. 
Ta ostatnia jes t przy tym szczególnie interesująca ze 
względu na to, że nie ulegając ekspresji w kom ór
kach prawidłowych sutka i je lita  grubego, pojawia 
się dopiero w komórkach nowotworowych tych orga
nów [16]. Nowotwory, w których stwierdzono pod
wyższoną ekspresję i/lub aktywność katepsyn cyste
inowych przedstawiono w Tabeli 2.

Innym aspektem działania proteaz cysteinowych 
może być uodpornienie komórek nowotworowych na 
atak ze strony układu immunologicznego. W ykaza
no, że prokatepsyna L eksponowana na powierzchni 
komórek czerniaka chroni je  przed lizą degradując 
czynnik C3 komplementu, co prowadzi do nabycia 
przez komórki zdolności do przerzutowania [96, 97].

II-2. Potencjalne mechanizmy prowadzące do wzro
stu aktywności katepsyn cysteinowych w no
wotworach

Wiele badań obecnie koncentruje się na wyjaśnie
niu mechanizmów prowadzących do nadmiernej eks
presji proteaz cysteinowych w nowotworach, która 
pociąga za sobą zwykle wzrost aktywności proteoli
tycznej. Przyczyną nadekspresji enzymu może być 
amplifikacja genu. Takie zjawisko zaobserwowano 
w gruczolakoraku przełyku, gdzie w 12% próbek 
stwierdzono 4-20-krotną amplifikację genu ko
dującego katepsynę B [98]. Wzrost ekspresji katep
syn cysteinowych wydaje się być także uzależniony 
od cząsteczek biorących udział w przekazywaniu sy
gnałów stymulujących wzrost i proliferację kom ó
rek. Wiele białek, takich jak  cytokiny, ich receptory, 
białka przekaźnikowe, czynniki transkrypcyjne ule
ga w nowotworach nadmiernej aktywacji prze
kształcając się w czynniki onkogenne. Związek po
między nimi a ekspresją proteaz cysteinowych jest

obecnie badany. Chociaż geny katepsyn B i L w yka
zują strukturę św iadczącą o ich konstytutywnej eks
presji, to zaw ierają  też elementy odpowiedzi na 
czynniki transkrypcyjne, jak  AP1, który indukowany 
jes t  za pośrednictwem wielu cytokin i czynników 
wzrostowych, a w przekazywaniu sygnału bierze 
udział białko Ras [99, 100], Pobudzający wpływ 
czynnika A P 1 na transkrypcję genów katepsyny B i L 
wyjaśniałby wzrost ekspresji obydwu enzymów w 
wyniku aktywacji onkogenu ras [101-106], Z h a n g 
i in. [107] oraz J a n u  1 i s i in. [108] proponują ist
nienie dwóch fenotypów inwazyjnych, z których 
pierwszy charakteryzowałby się ekspresją katepsyny 
L, a drugi ekspresją  aktywatora plazminogenu typu 
urokinazy (uPA). To, który gen ulegałby indukcji, 
zależałoby od rodzaju drogi sygnalizacyjnej uaktyw 
nianej przez białko Ras i/lub typu onkogenu ras. W y
daje się, że enzymy te mogą działać alternatywnie 
wywołując taki sam efekt, jakim  jes t zwiększenie po
tencjału inwazyjnego komórek nowotworowych, po
przez degradację otaczających je  struktur istoty po- 
zakomórkowej [107, 108]. Badając wpływ cytokin i 
innych cząsteczek sygnalizacyjnych na geny katep
syn, stwierdzono stymulację ich ekspresji, czemu 
często towarzyszył wzrost sekrecji enzymów. W ko
mórkach NIH3T3 gen katepsyny L aktywowany był 
przez PDGF, EGF i estry forbolu [100]. Ekspresja 
genu katepsyny B natomiast wzrastała w linii ludz
kich komórek białaczki promielocytowej —  HL-60 
pod wpływem retinoidów, estrów forbolu i kalcytrio- 
lu. W przeciwieństwie do innych induktorów, estry 
forbolu w ydłużały okres półtrwania mRNA katepsy
ny B. Można stąd wnioskować, że induktory regulują 
ekspresję m R N A  katepsyny B zarówno na poziomie 
transkrypcji, jak  i potranskrypcyjnym [99], I s h i -  
d o h  i in. [100] zaproponowali natomiast hipote
tyczny przebieg zdarzeń prowadzący do indukcji 
ekspresji katepsyny L przez takie cząsteczki, jak 
EGF, PDGF i estry forbolu. W komórkach pra
widłowych do regionu promotorowego genu katep
syny L przyłączają się białka Sp-1 i NF-1, które 
utrzymują transkrypcję na poziomie podstawowym. 
W komórkach nowotworowych (np. po transformacji 
onkogenem v-src) i/lub poddanych działaniu czynni
ków wzrostu uaktywnia się gen eg rl. Powstałe 
białko Egrl przyłącza się do regionu promotorowego 
genu katepsyny L w tym samym miejscu, co czynniki 
Sp-1 i NF1 wypierając je, i aktywuje gen. Hipoteza ta 
wydaje się prawdopodobna, gdyż wykazano, że ob
szar genu katepsyny L, do którego w komórkach nie- 
transform owanych przyłączają się białka Sp-1 i 
NF-1, zawiera sekwencję nukleotydową, do której 
m ają powinowactwo białka rodziny Egr. Gen eg rl
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jest przy tym szczególnie interesujący, gdyż ak tyw o
wany jes t za pośrednictwem EGF, PDGF i estrów 
forbolu, a ponadto ciągłą aktywację tego genu pow o
duje transformacja onkogenem v-src. [100]. Białko 
Egr mogłoby więc być pośrednikiem stojącym na 
szlaku sygnalizacyjnym pom iędzy cytokinami a ge
nem katepsyny L.

Oprócz aktywacji transkrypcji, przyczyną w zro
stu syntezy proteaz cysteinowych może być zwięk
szenie stabilności ich mRNA. Zaobserwowano bo
wiem, że niekiedy wzrostowi stężenia i aktywności 
katepsyny B nie towarzyszy wzrost stężenia jej tran- 
skryptu (np. w kom órkach nabłonkowych piersi 
MCF-10A transfekowanych onkogenem ras) [109]. 
Takie transkrypty m ogą powstawać albo w wyniku 
modyfikacji w  składaniu pre-mRNA, albo pod 
wpływem czynników zewnętrznych zwiększających 
ich stabilność. O zachodzeniu alternatywnego skła
dania świadczy występowanie różnych form mRNA 
katepsyny B zarówno w tkankach prawidłowych, jak  
i w nowotworach. Podczas gdy w komórkach p ra
widłowych, w zależności od ich rodzaju, m ożna spo
tkać mRNA o długości 2.3 lub 4.0 kpz, to w now o
tworowych zdarzają się transkrypty krótsze (np. o 
długości 1.2 i 1.9 kpz w osteoklastoma albo 1.5 i 3.0 
kpz w nowotworach okrężniczo-odbytniczych) lub 
dłuższe, zawierające dodatkowe eksony 2a/2b w re
gionie niekodującym (w nowotworach żołądka, pro
staty i glejakach) [99]. Zwykle te różnice w ynikają  z 
dodawania lub wycinania odcinków mRNA w regio
nach niekodujących, jak  to jes t  w przypadku tran- 
skryptów prawidłowych i niektórych pojawiających 
się nowotworach. Można przypuszczać, że te „dodat
kowe” lub „brakujące” sekwencje nukleotydowe 
m ają wpływ na regulację translacji [99]. Jednak n ie
które transkrypty katepsyny B pozbawione są kilku 
pierwszych eksonów wraz z kodonem inicjującym 
translację (znaleziono je  na przykład w komórkach 
glejaka) [110]. Ostatnio wykazano, że katepsyna B 
powstająca z takiego transkryptu jes t  funkcjonalnym 
aktywnym enzymem, chociaż pozbawionym se
kwencji sygnalnej i ponad połowy propeptydu [111]. 
Brak sekwencji sygnalnej spowodował zmianę w lo
kalizacji enzymu; był on mianowicie związany z 
jądrem i błonami organelli, prawdopodobnie po stro
nie cytoplazmatycznej. Ponadto ta „now otw orow a” 
forma katepsyny B wykazywała około 30% aktyw
ności wobec syntetycznego substratu bez konieczno
ści usuwania fragmentu propeptydowego. Wydaje 
się więc, że skrócona forma katepsyny B w now o
tworach jes t biologicznie aktywna bez dalszej obrób
ki proteolitycznej [111].

Zgodnie z istniejącą obecnie koncepcją, katepsy
ny cysteinowe degradują białka macierzy w nowo
tworach głównie pozakomórkowo, próbuje się więc 
wytłumaczyć mechanizm prowadzący do sekrecji 
tych enzymów. Katepsyny m ogą być wydzielane 
wskutek przeładowania systemu transportującego je 
do lizosomów, co wynikałoby ze wzmożonej ekspre
sji enzymów. Inną przyczyną m ogą być niepra
widłowości w działaniu tego systemu (zaburzenia w 
ekspresji receptorów m annozo-6-fosforanu —  
RMan-6-P lub glikozylacji katepsyn). Brak lub 
szybką degradację RMan-6-P stwierdzono w liniach 
komórek nowotworowych [112]. Istnieją też przy
puszczenia, że w komórkach nowotworow ych prze
waża inna droga kierowania proteaz cysteinowych 
do lizosomów, niezależna od RMan-6-P, która ulega 
zaburzeniom. Taki mechanizm został udowodniony 
w przypadku prokatepsyny D i istnieje też prawdopo
dobnie dla prokatepsyn L i B [99, 113, 114], Na se- 
krecję enzymów może mieć wpływ także ich struktu
ra pierwszorzędowa. Zaburzenia w transkrypcji, w 
wyniku których w nowotworach powstają  skrócone 
formy mRNA, mogą powodować syntezę enzymów 
pozbawionych peptydu sygnalnego [99]. Takie 
białka nie wędrowałyby do retikulum endoplazma- 
tycznego, lecz pozostawały w cytoplazmie, skąd w 
jakiś inny sposób mogłyby wydostawać się poza ko
mórkę. Pokazano ponadto, że w procesie w ydziela
nia prokatepsyny L niezbędny jest  11-aminokwa- 
sowy koniec karboksylowy. Brak dwóch aminokwa
sów w tym regionie blokował bowiem  sekrecję, nie 
zakłócając przy tym transportu do lizosomów [115], 
Innym sposobem wydzielania enzymów lizosomal- 
nych może być egzocytoza [116]. Ostatnie badania 
wskazują, że 10-20% lizosomów znajdujących się w 
pobliżu błony plazmatycznej komórek pra
widłowych jest zdolnych do egzocytozy uruchamia
nej jonami wapnia [99], Nadmierny napływ Ca2+ do 
komórek nowotworowych (stymulowany np. 
działaniem cytokin) może być więc przyczyną tego 
procesu. Tłumaczyłoby to indukcję sekrecji katep
syn B i L przez cząsteczki sygnalizacyjne pow o
dujące wzrost stężenia jonów  wapnia. Zaobserwo
wano bowiem, że prokatepsyna L wydzielana jes t w 
dużych ilościach przez mysie fibroblasty pod 
wpływem EGF, PDGF i estrów forbolu [100]. Ludz
kie komórki fibroblastopodobne mazi stawowej w 
wyniku indukcji przez bFGF w ydziela ją  prokatepsy- 
nę L, pod wpływem T N F -a  i PDGF —  prokatepsynę 
B, a wynikiem działania IFN-y jes t  sekrecja obydwu 
tych enzymów [117]. Również eikozanoidy mogą in
dukować wydzielanie proteaz cysteinowych, co w y
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kazano w przypadku katepsyny B. Okazało się, że 
jedna z pochodnych kwasu arachidonowego
12-(S)-HETE indukuje wydzielanie aktywnego en
zymu przez ludzkie komórki nabłonkowe piersi 
transfekowane zm utowanym  onkogenem ras, ale nie 
przez kom órki macierzyste [99]. Ten sam związek 
powodował sekrecję aktywnej katepsyny B przez 
ludzkie komórki nowotworu płuc w hodowli. Pod
czas gdy komórki tego nowotworu uwalniają konsty
tutywnie prokatepsynę B, to dopiero pod wpływem
12-(S)-HETE zaczęły wydzielać aktywny enzym, 
przy czym sekrecja jego formy prekursorowej nie 
wzrastała [118]. Proces ten zachodzi praw dopodob
nie na drodze egzocytozy, gdyż pod wpływem
12-(S)-HETE zaobserwowano przesuwanie się p ę 
cherzyków z katepsyną B w kierunku błony kom ór
kowej i ich wydzielanie [119]. W ten sposób uw ol
nieniu może ulec do 70% całkowitej w ew nątrzko
mórkowej aktywności katepsyny B [118]. Opierając 
się na tych badaniach zaproponowano więc model 
dwóch odrębnych pul aktywnej katepsyny B: nie u le
gającej uwolnieniu oraz wydzielanej na drodze regu
lowanej egzocytozy [99]. Katepsyna „sekrecyjna” 
mogłaby znajdować się w wyspecjalizowanych wy- 
dzielniczych lizosomach, które ulegałyby egzocyto- 
zie. Chociaż nie wykazano jednoznacznie, że takie 
struktury są  w komórkach obecne, zebrano wiele da
nych przemawiających za ich istnieniem. Znaleziono 
pęcherzyki wydzielnicze, w których występowały 
enzymy charakterystyczne dla lizosomów, jak  rów 
nież lizosomy, które wyglądają i zachowują się jak  
pęcherzyki wydzielnicze i są zdolne do regulowanej 
egzocytozy [120], O tym, że egzocytoza lizosomów, 
bądź organelli lizosomopodobnych może być rze
czywistym mechanizmem kierującym katepsyny na 
zewnątrz komórki świadczyłby brak istotnych różnic 
w budowie pomiędzy katepsyną B lizosomalną a se- 
krecyjną w nowotworach. Obydwie formy w ykazy
wały taką sam ą masę cząsteczkową, różniły się je d y 
nie ładunkiem, co może wynikać z innego składu w ę
glowodanowego [116].

Istnieje również hipoteza, że składniki macierzy 
pozakomórkowej mogą przedostawać się do kom ór
ki na drodze endocytozy i ulegać proteolizie 
wewnątrz lizosomów. S a m e n i  i S l o a n e  [99] za
obserwowali, że w komórkach nowotworu sutka 
dwóch różnych linii inne jes t  rozmieszczenie katep
syny B; w linii BT-20 enzym występuje w pęcherzy
kach rozprzestrzenionych w cytoplazmie i w końco
wej części wypustek, natomiast w linii BT-549 znaj
duje się głównie okołojądrowo. Stwierdzono następ
nie, że komórki BT-20 degradują macierz pozako- 
mórkowo, natomiast BT-549 wewnątrzkomórkowo.

Wyniki te wskazują, że różne rodzaje komórek no
w otworowych m ogą wykorzystywać inne mechani
zmy prowadzące do degradacji macierzy, w których 
bierze udział katepsyna B [99].

Procesem prowadzącym do powstania dojrzałych 
— aktywnych form lizosomalnych proteaz cysteino
wych jes t ograniczona proteoliza, polegająca na usu
nięciu propeptydów. Nie wiadomo dokładnie, jakie 
enzymy biorą udział w odcinaniu propeptydów in 
vivo, może to się odbywać na drodze autoaktywacji 
lub przy udziale proteaz aspartylowych, takich jak 
katepsyna D [121, 122], lub serynowych (elastaza, 
katepsyna G, aktywator plazminogenu) [99], Istnieją 
również informacje wskazujące na to, że prokatepsy- 
ny m ogą być częściowo aktywne w wyniku od
działywania ze strukturami pozakomórkowymi. Wy
kazano bowiem, że zarówno prekursorowa, jak  i doj
rzała forma katepsyny L degraduje białka macierzy 
pozakomórkowej w obecności glikozoaminoglika- 
nów. M ożna przypuszczać, że poprzez oddziaływa
nie glikozoaminoglikanów z zasadowym rejonem 
propeptydu następuje odsłonięcie centrum aktywne
go, co umożliwiłoby oddziaływanie z substratem 
[ 100],

Wyższe pH pozakomórkowe teoretycznie powin
no dezaktywować wydzielane enzymy lizosomalne, 
które w warunkach prawidłowych działają w kwaś
nym środowisku. Wyniki wielu doświadczeń wska
zują jednak, że katepsyna B zachowuje aktywność 
wobec białek budujących macierz pozakomórkową 
[93] i substratów syntetycznych [123] w pH obojęt
nym, a ponadto aktywność tego enzymu może być 
stabilizowana przez substraty białkowe [93].

Istotnymi czynnikami, które neutralizują aktyw
ność katepsyn cysteinowych, są ich białkowe inhibi
tory. Artykuł traktujący o roli cystatyn w procesach 
nowotworowych ukazał się ostatnio w „Postępach 
Higieny i Medycyny Doświadczalnej” [26]. Wiele 
danych wskazuje, że białka te m ogą ograniczać roz
wój nowotworu.

JI-3. Inhibitory proteaz cysteinowych jako czynniki 
antynowotworowe

Antynowotworowe działanie inhibitorów proteaz 
cysteinowych wykazano dotychczas w wielu ekspe
rymentach. Powszechnie wykorzystywanym w bada
niach niespecyficznym inhibitorem katepsyn cyste
inowych jes t  E-64 wyizolowany z Aspergillus ja p o -  
nicus. Przy jego  użyciu zdołano zahamować prolife
rację kom órek ludzkiego nowotworu naskórka [ 124], 
jak  również powstrzymać inwazję i migrację kom ó
rek nowotworow ych pęcherza moczowego [125],
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jajnika [126], płuc (typu drobnokom órkow ego) 
[127] przez sztuczną błonę podstaw ną —  Matrigel. 
Ten sam inhibitor hamował ponadto degradację la- 
mininy przez frakcję b łonow ą kom órek inwazyjnych 
nowotworu pęcherza moczowego, oraz obniżał po
tencjał metastatyczny kom órek nowotworowych, 
gdyż podawanie go myszom zapobiegało przerzutom
[125],

Również zachęcające są próby ham ow ania inwa
zji komórek nowotworowych za pom ocą bardziej 
specyficznych inhibitorów lub przeciwciał sw o
istych względem katepsyn B i L. Okazało się na 
przykład, że oprócz inhibitorów m etaloproteaz (Ba- 
timastat, Marimastat), które ham ują m igrację kom ó
rek wielu nowotworów przez Matrigel, w niektórych 
nowotworach bardziej efektywne m oże być w yko
rzystanie inhibitorów katepsyn cysteinowych. Ludz
kie komórki bezbarwnikowego czerniaka i gruczola- 
koraka sutka, które produkują i w ydzie la ją  duże ilo
ści katepsyny B okazały się bardzo czułe na działanie 
specyficznego inhibitora tego enzymu; CA-074, na
tomiast komórki nowotworu płuc (typu wielkoko- 
mórkowego) wykazujące w ysoką ekspresję katepsy
ny L były bardzo wrażliwe na działanie specyficzne
go inhibitora dla tej właśnie katepsyny; Z -F-F-C H N 2 
i propeptydu katepsyny S (hamującego selektywnie 
katepsyny S i L) [128], Stosując natomiast p rzeciw 
ciała dla katepsyn L i H udało się zaham ow ać w p o 
nad 90% migrację komórek glejaków wielopostacio- 
wych przez Matrigel [95, 129]. Skuteczny okazał się 
także selektywny inhibitor katepsyny B podany do
ustnie szczurom, którym uprzednio wszczepiono do 
żyły wrotnej komórki raka okrężnicy. Komórki te 
wykazywały aktywność katepsyny B na powierzchni 
błony. Dzięki podaniu inhibitora, w wątrobie szczu
rów rozwinęło się o 60 % mniej nowotworów, które 
ponadto były pięciokrotnie mniejsze [130]. Wyniki 
te zachęcają do wykorzystania inhibitorów proteaz 
cysteinowych w terapii antynowotworowej.
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Wykaz stosowanych skrótów: kinaza CaM —  kinaza białkowa 
zależna od Ca2+ i kalmoduliny, CDPK — kinaza białkowa zale
żna od Ca2+, PKC —  kinaza białkowa C —  zależna od Ca2+ i fos
folipidów, DG —  diacyloglicerol, LysoPC —  lizofosfatydylo- 
cholina, PC —  fosfatydylocholina, PI —  fosfatydyloinozytol, 
PLA2 — fosfolipaza A, PLC — fosfolipaza C, PLD — fosfolipa- 
za D, PS —  fosfatydyloseryna.

I. Wstęp

W kom órkach eukariotycznych zachowana jes t 
homeostaza C a2+, którą zapewniają liczne 
mechanizmy kontrolujące utrzymanie niskich stężeń 
Ca2+ w cytoplazmie (10 '7 M) pomimo wysokich 
stężeń tych jonów  w środowisku zewnętrznym i w 
niektórych organellach komórkowych (10 '3 M). Jony 
wapnia pełnią  rolę przekaźnika informacji z 
zewnątrz komórki do jej wnętrza [1, 2]. Pod 
wpływem sygnałów zewnątrzkomórkowych 
następuje wzrost stężenia Ca2+ w cytoplazmie 
uruchamiający wiele procesów regulujących funkcje 
komórki. U trzymujące się przez dłuższy czas

'Dr, 2Prof. dr hab., Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, 02-106 
Warszawa, ul. Pawińskiego 5a

wysokie stężenie jonów  wapnia w cytoplazmie jest 
toksyczne dla komórki, dlatego nadmiar Ca2+ jest 
szybko usuwany przez dwa zasadnicze mechanizmy: 
wymiennik sodowo-wapniowy i pompę wapniową, 
która jest A T P aząC a2+ i M g2+- zależną. Inne sposoby 
utrzymania niskich stężeń C a2f w cytoplazmie 
polegają na: m agazynowaniu C a2+ w niektórych 
organellach lub też ich wiązaniu przez specyficzne 
białka cytosolowe. Odbiorcami sygnału wapnio
wego są m. in. kinazy białkowe [3, 4], W 
organizmach zwierzęcych są to kinazy zależne od 
C a2+ i aktywowane przez fosfolipidy zwane PKC (z 
ang. Protein K inase C) oraz kinazy zależne od Ca2+ i 
kalmoduliny zwane kinazami CaM (z ang. 
Ca2+/calm odulin-dependent pro tein  kinase  lub CaM  
kinase). Natomiast w roślinach są to głównie kinazy 
białkowe zależne od Ca2+ zwane CDPK (z ang. 
Calcium D ependent Protein K inase  lub inaczej 
C alm odulin-like D om ain Protein K inase).

II. Kinaza białkowa C

Budowie i funkcji PKC zostały poświęcone w 
1989 roku dwa artykuły w „Postępach Biochemii” 
[5, 6] i dlatego obecnie omówione będą głównie ba
dania ostatnich lat.
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PKC jest kinazą serynowo-treoninową aktywo
waną proteolitycznie, o ciężarze cząsteczkowym 83 
kD [7, 8]. Enzym ten może być również aktywowany 
przez fosfolipidy błonowe w obecności Ca2+ [9], Po
nadto małe ilości diacyloglicerolu (DG) powodują 
wzrost powinowactwa enzymu do Ca2+ i fosfolipi
dów aktywując enzym w fizjologicznych stężeniach 
Ca2+ [10]. Zainteresowanie PKC znacznie wzrosło 
wraz z odkryciem, że enzym może odgrywać rolę w 
kontrolowaniu funkcji komórkowych przez zew- 
nątrzkomórkowe przekaźniki. Dalszym impulsem do 
badań PKC było odkrycie, że enzym jest trwale akty
wowany przez estry forbolu, które powszechnie 
uważane są za promotory nowotworów [11].

II-I. Struktura białek izoenzymów PKC

Wszystkie PKC są białkami monomerycznymi i 
posiadają wysoko zakonserw ow aną dom enę katali
tyczną na C końcu. Zasadnicze różnice w budowie 
izoenzymów PKC w ystępują głównie w N-końcowej 
domenie regulatorowej. Rycina 1 przedstawia budo
wę izoenzymów PKC. Klasyczne PKC zbudowane są 
z 4 zakonserwowanych domen (C1-C4) poprzedzie
lanych 5 regionami zmiennymi (V I-V5). W domenie 
regulatorowej enzymu znajdują się dwa regiony kon
serwowane Cl i C2 oraz regiony zmienne V I ,  V2 
i V3. Domenę katalityczną tworzą dwa zakonserwo
wane regiony C3 i C4 oraz regiony zmienne V4 i V5. 
Region zmienny V5 (około 50 aminokwasów) odgry
wa krytyczną rolę w lokalizacji izoenzymów w ko
mórce [12],

Na początku domeny Cl występuje sekwencja 
aminokwasów o charakterze pseudosubstratu. Sek
wencja ta odgrywa rolę autoinhibitorową poprzez 
wiązanie się do domeny katalitycznej PKC w nie
obecności aktywatorów. W domenie Cl w ystępują 
również dwa motywy silnie konserwowane, bogate 
w cysteinę i histydynę, tworząc struktury tzw. pal
ców cynkowych. Każdy z m otywów palców cynko
wych wiąże koordynacyjnie dwa jony  Z n2+ [13]. 
Ustalono, że domena C l jest odpowiedzialna za 
wiązanie DG i estrów forbolu i te dwa związki 
współzawodniczą o to miejsce wiązania [14], Ważną 
funkcję w wiązaniu w/w związków przypisuje się za
konserwowanej w tym regionie prolinie. Ostatnie ba
dania wskazują, że sekwencje palców cynkowych 
wszystkich izoenzymów PKC wiążących estry for
bolu zawierają dodatkowo prolinę, podczas gdy w 
izoenzymach niewrażliwych na estry, zamiast proli- 
ny występują inne aminokwasy [15]. Dwa motywy 
palców cynkowych w domenie C l nie są równocen- 
ne, ponieważ tylko w drugim motywie jes t wiązany

DG i estry forbolu. M utacja proliny w tym motywie 
powoduje przeszło 100-krotne obniżenie się siły 
wiązania estrów forbolu do PKC5 [16].

Domena C2 oddziaływuje z fosfolipidami w 
sposób zależny od C a21 [17], Przedstawiciele cPKC 
w ym agają C a2+ do aktywności enzymatycznej jak 
również do wiązania DG i estrów forbolu. Badania 
wykazały, że dwa jony  C a2H są wiązane 
koordynacyjnie przez 5 zakonserwowanych reszt 
kwasu asparaginow ego w domenie C2 [18]. 
Natomiast przedstaw iciele  nPKC zamiast klasycznej 
domeny C2 posiadają  dom enę homologiczną. W 
domenach podobnych do C2 brak jest jednej lub 
więcej zakonserwow anych reszt kwasu asparagi
nowego, które jak  w spom niano powyżej są 
wymagane do wiązania jonów  Ca2+. Domena 
podobna do dom eny C2, zwana HR2, występuje 
również w kinazach zw anych PRK (z ang. PKC  
Related K inases), które są kinazami podobnymi do 
PKC (Ryc. 1) [19]. Sugeruje się, że te dwie domeny: 
C2 i domena HR2 pełnią  także rolę w interakcjach 
bialko-białko kierujących PKC do odpowiednich 
regionów w komórce.

Domena C3, odpow iedzia lna za wiązanie ATP, za
wiera zakonserw ow aną sekwencję z charaktery
stycznymi powtórzeniam i reszt glicyny i występuje 
we wszystkich kinazach białkowych. Natomiast do
mena C4 jes t  dom eną  katalityczną kinazy białkowej, 
serynowo-treoninowej. Wykazuje od 44 do 84% 
identyczności w sekwencji aminokwasowej pom ię
dzy izoenzymami PKC [20],

Różnice w budowie izoenzymów PKC są 
odpowiedzialne za ich odm ienne właściwości 
enzymatyczne i odpowiedzi na aktywatory. Z tego 
powodu izoenzym y PKC zostały podzielone na trzy 
grupy: klasyczne, nowe i atypowe. Izoenzymy 
należące do klasycznych PKC (cPKC) są zależne od 
Ca2+, PS i ak tyw ow ane przez DG lub estry forbolu. 
Izoenzymy zaliczane do nowych PKC (nPKC) nie 
posiadają typowej dom eny C2, ale domenę podobną 
do C2 zlokalizow aną w N-końcowej części enzymu, 
przed dom eną C l .  Ich aktywność jest niezależna od 
Ca2+, natomiast są ak tyw ow ane przez DG bądź estry 
forbolu w obecności PS. Do tej pory najmniej 
poznanymi enzymam i są izoenzymy należące do 
grupy atypowych PKC (aPKC). Atypowe PKC nie 
posiadają dom eny C2 ani dom eny podobnej do tej 
domeny oraz podobnie jak  nPKC posiadają tylko 
jeden motyw palca cynkow ego w domenie C l .  
Izoenzym PK C p należący do grupy aPKC różni się 
od pozostałych przedstawicieli tej grupy posia
daniem od N -końca unikalnej sekwencji terminalnej 
(potencjalnego peptydu sygnalnego i sekwencji
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Domena regulatorowa Domena katalityczna

Klasyczne PKC (cPKC)
izoenzymy a ,  31, PU i Y

Nowe PKC (nPKC)
izoenzymy 8, s, r\ i 0

estry forbolu PS
DG Ca:+ ATP substrat

VI V2 V3 V4

— ■  1 | ]—DCy c| C2 C3 C4

V5

pseudosubstrat

1— 0

Atypowe PKC (aPKC)
izoenzymy Ę, À, p  i i

P k cl O C Z H
RH

O i

PRK
(izoenzymy ł, 2 i 3)

■HaH7̂ ^ - ! 1...........1 K
RH2

Ryc. 1. Budowa izoenzymów PKC (wg [90], zmodifikowany). V I, V2, V3, V4 i V5 —  regiony zmienne enzymu, C l, C2, C3 i C4 — domeny konserwo
wane enzymu, C l—  domena wiążąca estry forbolu i DG, posiada dwa motywy palców cynkowych, C2 —  domena wiążąca jony wapnia i PS, 
C3 —  domena wiążąca ATP, C4 —  domena katalityczna enzymu, RH 1 —  domena w PRK (składa się z 3 powtórzeń około 55 konserwowanych 
aminokwasów, odpowiedzialna za wiązanie się PRK do Rho-GTPazy) i w drożdżowych PKC (składa się z 2 powtórzeń), RH2 —  domena ho
mologiczna do domeny C2.

trans-membranowej) oraz palców  cynkowych w 
dwóch powtórzeniach, tak jak  w przypadku 
izoenzymów należących do grup cPKC i nPKC. 
Aktywność aPKC jes t  niezależna od C a2+, DG oraz 
estrów forbolu, natomiast je s t  za leżna od PS.

Enzymy podobne do ssaczych PKC zostały też zi
dentyfikowane w niższych E ukarion tach  [21]. Dro
żdżowa PKC (Pkc 1) o c. cz. 132 kD jes t  białkiem 
znacznie większym od jakie jkolw iek  ssaczej PKC z 
powodu rozszerzonej o 375 am inokw asów  domeny 
regulatorowej. Pkcl oprócz w szystkich  zakonserw o
wanych regionów w ystępujących w cPKC, posiada 
na N końcu dwie kopie m otywu HR 1. M otyw ten zo
stał odkryty jako  region hom ologiczny  pomiędzy ki
nazami PRK1 i PRK2, złożony jes t  z 3 powtórzeń 
około 55 aminokwasowego odcinka [22]. Wykazano, 
że ten motyw jes t odpowiedzia lny za wiązanie się ki
naz PRK do białka Rho należącego do małych białek 
G mających aktywność GTP-azy [23], Gen Pkcl w y
stępuje w S. cerevisiae  tylko w jednej kopii [24].

Jak dotychczas brak jes t  jednoznacznych  dow o
dów świadczących o obecności PKC w roślinach. 
Jednakże wiele kom ponentów  zw ierzęcych szlaków 
sygnalnych związanych z hydro lizą  fosfatydyloino- 
zytoli ma swoje strukturalne i funkcjonalne odpo
wiedniki w roślinach (białka G, fosfolipazy: PLC, 
PLA2 i PLD oraz ich metabolity pełniące funkcje ak
tywatorów PKC) [25, 26]. A ktyw ność stymulowaną
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przez Ca2+ i lipidy zidentyfikowano w tkankach w ie
lu roślin, natomiast tylko kinaza z etiolowanych liści 
kukurydzy odpowiada wzrostem aktywności w od
powiedzi na DG lub estry forbolu [27].

II-2. Regulacja aktywności PKC

Aktywność PKC jest regulowana przez dwa od
mienne mechanizmy: fosforylację i wtórne przeka
źniki. Fosforylacja moduluje miejsce aktywne enzy
mu i wpływa na lokalizację enzymu w komórce, na
tomiast wtórne przekaźniki są odpowiedzialne za 
wiązanie się enzymu z błonami i uwalnianie pseudo- 
substratu z miejsca katalitycznego enzymu.

Badania przeprowadzone na klasycznych PKC 
wykazały, że nowo-zsyntetyzowane białko o c. cz. 74 
kD jes t nieufosforylowaną, nieaktywną formą enzy
mu zw iązaną z frakcją nierozpuszczalną [28], K on
serwowane treoniny w miejscu aktywnym enzymu, 
T-497 w izoenzymie a  i T-500 w izoenzymie pil są 
fosforylowane przez niezidentyfikowaną kinazę 
białkow ą [29, 30]. Fosforylacja ta jest odpowiedzial
na za aktywność enzymatyczną i wrażliwość na 
wtórne przekaźniki. Konsekw encją tej fosforylacji w 
miejscu aktywnym enzymu jest autofosforylacja 
T-638 (izoenzym a )  lub T- 641 (izoenzym pił). A u
tofosforylacja PKC jest wymagana do funkcji katali
tycznej enzymu, ponieważ defosforylacja powoduje
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inaktywację enzymu [31]. Pomiędzy ufosforylowa- 
nymi: T-497 (w pętli aktywacyjnej) i T-638 (w regio
nie zmiennym V5 w C-końcu) zachodzą interakcje 
utrzymujące enzym w konformacji zamkniętej, opor
nej na działanie fosfataz. Trzecią fosforylacją jest 
autofosforylacja S-657 (izoenzym a )  i S-660 (izoen- 
zym P). Fosforylacja ta jes t  odpowiedzialna za uwol
nienie enzymu do cytosolu i za konformację białka w 
której enzym jest odporny na działanie fosfataz oraz 
kontroluje fosforylacje w innych miejscach enzymu
[32]. Ponadto wykazano, że fosforylacja S-660 po
woduje wzrost powinowactwa enzymu do Ca2+ [33]. 
Trzy wymienione reszty aminokwasowe, które u le
gają fosforylacji w izoenzymie a  i pil  są konserwo
wane we wszystkich izoenzymach PKC [34],

Kolejne fosforylacje PKC prow adzą  do pow sta
nia cytosolowej, dojrzałej formy enzymu. Jednakże 
enzym pozostaje nadal nieaktywny, ponieważ se
kwencja pseudosubstra tu  blokuje jego  miejsce kata
lityczne.

Jak wspomniano powyżej aktywność cPKC jest 
zależna od jonów  wapnia i fosfatydyloseryny oraz 
diacyloglicerolu lub estrów forbolu. Jony wapnia 
przyłączają się do domeny C2 cPKC i zmieniają 
strukturę domeny. Zmieniona domena C2 może 
wiązać fosfatydyloserynę (PS). W nPKC struktura 
domeny podobnej do C2 pozwala na wiązanie fosfo
lipidów bez udziału jonów  wapnia. Jest to zasadnicza 
różnica w regulacji aktywności pomiędzy cPKC i 
nPKC [35].

Aktywność wszystkich do tej pory poznanych izo- 
enzymów PKC zależy od PS. Przyłączenie PS do 
cząsteczki enzymu wywołuje zmiany konformacyjne 
enzymu, w wyniku których jes t  eksponowany region 
podatny na proteolizę —  region zmienny V3. Tym 
zmianom nie towarzyszy wzrost aktywności PKC ani 
uwalnianie pseudosubstratu z miejsca katalityczne
go enzymu [35].

Diacyloglicerol (DG) powoduje translokację PKC 
z cytosolu do błon. Translokacja PKC do błon jest 
możliwa zarówno przez wiązanie się DG z domeną 
C l jak  również przez wiązanie PS z dom eną C2. 
Ścisły związek z błonami oraz m aksym alną aktywa
cję zapewnia enzymowi interakcja obu domen z 
błonami. Aktywacja enzymu jest wynikiem uwolnie
nia pseudosubstratu po przyłączeniu DG do PKC. 
DG również znacznie redukuje stężenie jonów  wap
nia wymagane do aktywacji powodując wzrost pow i
nowactwa PKC do PS [36].

Estry forbolu m ogą naśladować działanie DG. Po
dobnie jak  DG, estry forbolu pow odują translokację 
PKC do błon [37]. Są promotorami nowotworów i 
znanymi aktywatorami PKC również w badaniach in

vivo, na nieuszkodzonych komórkach. Z tego pow o
du estry forbolu są wykorzystywane do badań funk
cji biologicznych PKC. W nikają  do komórki, wiążą 
się z PKC w tym samym m iejscu w którym wiąże się 
DG i aktywują enzym, omijając drogę fizjologicznej 
aktywacji enzymu. Estry forbolu wywołują trwałą 
aktywację PKC i jej silną asocjację z błonami.

Oprócz DG, nienasycone kwasy tłuszczowe, Ly- 
soPC, inne komponenty lipidowe błon mogą pełnić 
rolę w aktywacji PKC np. ceram idy aktywują izoen
zym £, [38]. Poziom ceram idów podobnie jak  poziom 
DG wzrasta w komórce pod wpływem  sygnałów 
zewnątrzkomórkowych. Inny lipid inozyto- 
lo(3,4,5)trisfosforan (PIP3) —  produkt kinazy PI-3 
(3-kinazy fosfatydyloinozytolu, która uczestniczy w 
mitogennym przekazywaniu sygnału) również akty
wuje PKC ę, e i 8 [39].

PKC może być również aktywowana przez 
ograniczoną proteolizę kata lizow aną przez kalpainę 
[7, 40]. W regionie zm iennym  V3 enzymu występują 
specyficzne miejsca podatne na cięcie proteo
lityczne, w wyniku którego zostaje uwolniona 45-49 
kD domena katalityczna enzymu, całkowicie 
niezależna od aktywatorów i zwana PKM (z ang. 
Protein K inase M) oraz 36 kD dom ena regulatorowa. 
Izoenzymy PKC wykazują odm ienną wrażliwość na 
działanie kalpainy. Wydaje się, że ograniczona 
proteoliza reprezentuje jeden  z fizjologicznych 
mechanizmów regulujących aktywność PKC [41].

II-3. Szlaki sygnalne PKC

Produkty hydrolizy lipidów są aktywatorami PKC 
—  uważanego za kluczowy enzym w przekazywaniu 
informacji z zewnątrz komórki do jej wnętrza. 
Jednakże w komórce istnieje wiele szlaków przeka
zywania informacji, które w zajem nie na siebie od- 
działyw ująi często są to interakcje wielopoziomowe 
określane angielskim term inem  „cross ta lk”. Wiele 
trudności nastręcza precyzyjne ustalenie konkret
nych reakcji regulowanych przez poszczególne izo
enzymy PKC.

Kaskady sygnałowe w ywoływane przez 
większość agonistów m obilizujących Ca2+ aktywują 
PI-PLC, PLD i PLA2. PKC odgrywa ważną, chociaż 
nie wyłączną rolę w koordynacj i aktywności różnych 
SAP (z ang. Signal A ctiva ted  P hospholipases) 
i integracji sygnałów przekazywanych przez te 
fosfolipazy [42], Wykazano, że fosforylacja PLC-P i 
PLC-y katalizowana przez PKC ma hamujący wpływ 
na te fosfolipazy, natom iast PKC pozytywnie 
oddziaływuje na aktywność PLD i PLA 2 [42], 
Regulacja aktywności fosfolipazy C przez PKC
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została zasygnalizow ana uprzednio w „Postępach 
B iochem ii” [43].

PKC pośredniczy  w przekazywaniu sygnałów 
przez kaskadę M A P K  (z ang. M itogen A ctivated  
Protein K inase) u zwierząt [44] jak  również u droż
dży [45]. P rzejśc iow a transfekcja konstytutywnie 
aktywnych m utantów  sześciu izoenzymów PKC (a ,  
pi, 5, 8, T] i Q  w komórkach COS-7 wykazała, że 
przedstawiciele trzech grup PKC (klasycznych, 
nowych i a typowych) są zdolni do aktywacji 
zarówno M A P K  ja k  i kinazy MEK1, bezpośredniego 
aktywatora M A PK/ERK . Na poziomie kinazy Raf, 
która fosfory luje M EK1, aktywacja kaskady różni 
się (Ryc. 2). U w aża się, że izoenzymy PKC a ,  pi, 5, e

szenie reakcji R af  na agonistę (desensytyzacja), co 
chroni R af  przed dalszą stymulacją faktorami 
wzrostu [46].

Jak dotychczas najlepiej poznano szlak przekazy
wania sygnałów przez Pkcl w Saccharom yces ce- 
revisiae [23], chociaż znacznie zaawansowane są 
również badania w Saccharom yces pom be  [47], 
Szlak Pkcl w S. cerevisiae  jes t stymulowany przy
najmniej przez dwa sygnały. Jeden z nich jes t 
związany ze stresem komórkowym: osmotycznym i 
temperaturowym [45, 48], natomiast drugi ze spola
ryzowanym wzrostem. Szlak Pkcl wym aga spolary
zowanego wzrostu w odpowiedzi na hormon koniu- 
gacyjny i głód azotu [49, 50, 51 ]. Zarówno spolaryzo-

Stres lub spolaryzowany wzrost 
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Ryc. 2. Szlaki przekazywania sygnałów przez PKC w Saccharomyces cerevisae i komórkach zwierzęcych (wg [77], zmodyfikowany). Hcs77 (inna na
zwa W scl) —  białko błonowe, proponowany receptor szlaku PKC; Tor2 - białko związane ze szlakiem kinazy PI-3 (3-kinazy fosfatydyloinozy- 
tolu); Stt4 —  kinaza PI-4 (4-kinaza fosfatydyloinozytolu); Rom2 — białko aktywujące Rhol (katalizuje wymianą GDP na GTP); Rhol —  małe 
białko wiążące GTP; Sac7 i Bem2 są białkami aktywującymi GTP-azą (GAPs), negatywne regulatory R hol; B eki, M kkl/M kk2 i Mpkl —  ki
nazy kaskady MAPK, są odpowiednikami kolejno kinaz zwierzęcych MEKK/MAPKKK, MEK/MAPKK i MAPK; Rlml —  faktor transkryp- 
cyjny związany ze szlakiem PKC; FKS2 —  gen syntazy (l-3)-glukanu, jego ekspresja jest kontrolowana w szlaku PKC. Przerywane strzałki 
oznaczająnie do końca poznany mechanizm aktywacji a © i 0  oznaczają odpowiednio aktywacją lub hamowanie aktywności enzymatycznej.

i r| regulują aktywność Raf, podczas gdy izoenzym wany wzrost jak i odpowiedź komórki na szok osmo-
PKC ę nie w pływa na aktywność tego enzymu i tyczny i temperaturowy wymagają zmiany kształtu
niezależnie od R af  stymuluje MEK. Wykazano ściany komórkowej, w który zaangażowana jest Pkcl.
ponadto, że izoenzym a  może indukować zmniej- Badając genetyczne interakcje wśród genów ko-
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dujących kinazy białkowe biorące udział w kaskadzie 
MAPK w S. cerevisiae  ustalono miejsce funkcjono
wania w tym szlaku PKC [52, 53], (Ryc. 2).

Wykazano udział Pkcl podczas m orfogenezy 
pączków S. cerevisiae  [54], Potwierdzono tym sa
mym wcześniejsze badania genetyczne stwierdzające, 
że aktywność Pkcl jest konieczna w cyklu komórko
wym do formowania się pączków [55]. Hydroliza fos- 
fatydylocholiny do DG i fosforanu choliny występuje 
w krytycznym punkcie START (przejście komórek z 
fazy G1 do fazy S cyklu komórkowego) i jest ściśle 
związana z aktywacją Cdc28 (kinaza niezbędna do 
przejścia z fazy G1 do fazy S). W tym przypadku oka
zało się, że elementy należące do szlaku przekazywa
nia sygnałów (w tym PKC) mogą działać w szlaku 
kierowanym przez główną kinazę regulatorową cyklu 
komórkowego (cdc28) w nieobecności zewnątrzko- 
mórkowych stymulatorów [56].

Oprócz szlaków sygnalnych cPKC i nPKC, w któ
rych uczestniczą fosfolipazy odkryto nowy szlak, w 
którym jest aktywowana kinaza PI-3 (3-kinaza fosfa- 
tydyloinozytolu). Kinaza PI-3 następnie pośrednio 
lub bezpośrednio aktywuje aPKC i nPKC. W ykaza
no, że izoenzymy ę, s i 5 PKC m ogą być aktywowane 
bezpośrednio przez PIP3 (produkt działania kinazy 
PI-3, [39]. Poza tym wykazano również, że izoenzy
my 5 i C, PKC są aktywowane w szlaku kinazy PI-3 
pośrednio przez kinazę zw aną PDK1, której aktyw 
ność jest specyficznie kontrolowana przez PIP3 [57, 
58]. I tak np. w ludzkich monocytach następuje akty
wacja izoenzymu C, poprzez wyżej um ieszczoną w 
szlaku kinazę PI-3 w odpowiedzi na LPS, bakteryjne 
liposacharydy wywołujące produkcję cytokin [59], 
Udowodniono również, że w kom órkach s tym ulow a
nych EGF lub PDGF w szlaku sygnalnym kinazy 
PI-3 następuje aktywacja i translokacja izoenzymu X 
PKC [60],

II-4. Rola fizjologiczna PKC

Wiele hormonów, neurotransmiterów, czynników 
wzrostowych i mitogennych jak  również antygeny 
i interleukiny pobudzają syntezę DG i ak tyw ują PKC
[61]. Duża liczba agonistów aktywujących PKC 
wskazuje na udział tego enzymu w wielu różnorod
nych funkcjach organizmu. Wykazano, że PKC 
uczestniczy: w wydzielaniu w ewnętrznym  wielu 
hormonów, w wydzielaniu zewnętrznym enzymów i 
kwasu solnego, w układzie nerwowym  (uwalnianie 
neurotransmiterów), w ruchu (skurcz i rozkurcz m ię
śni), podczas infekcji i reakcji obronnych (w tym w 
aktywacji limfocytów T i B, uwalnianiu serotoniny i 
histaminy) i w metabolizmie (np. transport glukozy,

lipogeneza, glikogenoliza). Odpowiedzi lomórki 
wywołane aktywacją PKC zostały przedstavione w 
pracy przeglądowej [61].

Ostatnio przypisuje się ważną rolę 1KC w 
procesie apoptozy. Zahamowanie ak fw nośc i  
atypowych PKC jest potrzebne do indukcji apoptozy. 
Wykazano, że produkt genu par-4  (indukovany w 
komórkach NIH 3T3 ulegających apoptozie) 
specyficznie oddziaływuje zarówno in v itro jak  i in 
vivo z palcami cynkowymi PKCę i PKCZ/i i hamuje 
aktywność enzymatyczną kinaz [62], Nadetspresja 
PKCę i PKCZ/i hamowała proces apoptozy nduko- 
wany promieniowaniem UV. W komórkach podda
nych promieniowaniu UV następuje dramatyczne 
obniżenie się aktywności PKC^ [62]. Wykazano, że 
atypowa PKC chroni komórki K562 Eukemii 
ludzkiej przed apoptozą [63],

PKC spełnia rolę w kontroli cyklu komórkowego 
u zwierząt. Wykazano, że może funkcjonować jako 
regulator w dwóch miejscach cyklu komórlowego: 
podczas trwania fazy G 1 i przejścia z fazy G! do fazy 
M [64]. Wykazano funkcjonalne poviązanie 
pomiędzy kontrolą cyklu komórkowego a aktywacją 
PKCp drożdży [56], Istnienie szlaków związanych z 
PKC, regulujących cykl komórkowy u s:aków i 
drożdży może świadczyć, że ten enz}m jest 
konserwowanym regulatorem cyklu komórkowego, 
który łączy szlaki przekazywania sygnałów 
z maszynerią cyklu komórkowego.

Endogennymi substratami PKC są białka wełniące 
różnorodne funkcje komórkowe a wśród nici białka 
receptorowe, kanałów jonowych, cytoszkiebtu oraz 
faktory transkrypcyjne [60, 65-67].

III. Kinaza białkowa zależna od Ca2+/kaImo- 
duliny (kinaza CaM)

Kinazy CaM są aktywowane przez kimpleks 
Ca2+/kalmodulina i biorą udział w przekazywaniu sy
gnałów w komórkach zwierzęcych. Poznane kinazy 
białkowe regulowane przez kompleks Ca2+/kalmo- 
dulina wykazują zróżnicowaną specyficzność sub
stratową. Tylko kinaza lekkiego łańcucha miozyny, 
kinaza fosforylazy i kinaza CaM III są morospecy- 
ficzne. Pozostałe kinazy (kinaza CaM I, II, IV, V i ki
naza kinazy CaM) są zdolne do fosforylacji wielu 
substratów [68].

Wszystkie kinazy CaM wykazują wspólre cechy 
budowy i funkcji takie jak  obecność domen} autoin- 
hibitorowej i domeny wiążącej kalmodulir.ę, akty
wacja poprzez kompleks Ca2+/kalmodulina oraz re
gulacja poprzez fosforylację. Regulacja przez fosfo
ry lację różni się w poszczególnych kinazac.i CaM i
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tak np. kinaza fosforylazy jest aktywowana przez 
fosforylację katalizow aną przez PKA, kinaza CaM II 
jest aktywow ana przez autofosforylację, natomiast 
kinaza CaM I i IV są aktywowane przez fosforylację 
kinazą kinazy-CaM  [68]. Należy wspomnieć, że fos
forylacja kinazy lekkiego łańcucha miozyny katali
zowana przez PKA i kinazę CaM II powoduje zaha
mowanie aktywności enzymatycznej [68].

Najlepiej poznaną kinazą CaM jest 
wielofunkcyjna kinaza CaM II [68-70]. Kinaza CaM 
II jest białkiem oligomerycznym o c. cz. od 450 do 
650 kD. Występuje w większości tkanek 
zwierzęcych, ale szczególnie bogata w ten enzym 
jest tkanka nerwowa (20-50-krotne wyższe stężenie 
w mózgu w porównaniu z innymi tkankami). Kinaza 
ta fosforyluje in vitro około 40 białek [71] i kilka z 
nich np. synapsyna, kinaza lekkiego łańcucha 
miozyny mięśni gładkich są substratami in vivo. 
Kinaza CaM II reguluje: przepływ jonów,
homeostazę Ca2+, metabolizm węglowodanów, lipi
dów i aminokwasów, ekspresję genów stym u
lowanych przez Ca2+. Kinaza ta występuje po obu 
stronach synaps i moduluje uwalnianie neuro- 
transmiterów jak  również ich syntezę. Auto- 
fosforylacja umożliwia kinazie CaM II wzmocnienie 
powtarzającego się sygnału wapniowego i odgrywa 
rolę w modulacji plastyczności synaptycznej [72]. 
Kinaza CaM II indukuje zjawisko długo
terminowego wzmocnienia synaptycznego (z ang. 
LTP  — Long-Term P oten tia tion ), uważane za ele
mentarny mechanizm uczenia się i zapamiętywania 
[73].

III-l. Struktura wielofunkcyjnej kinazy CaM II

Z bibliotek cDNA mózgu szczura sklonowano i 
ustalono sekwencję 5 genów kodujących 
podjednostki kinazy CaM II: a  (54 kD), (3 (60 kD), P ’ 
(59 kD), y (59 kD) i 5 (60 kD). Prawdopodobnie 
podjednostki te tworzą naturalne homomultimery. 
Trzy podjednostki a ,  [3 i P ’ są specyficzne dla tkanki 
nerwowej, natomiast podjednostki y i 5 występują 
prawie we wszystkich tkankach [70]. Podjednostki 
a ,  p, P ’, y i 5 wykazują więcej niż 80% identyczności 
w sekwencji aminokwasowej, co sugeruje podobną 
budowę wszystkich podjednostek kinazy CaM II. 
Strukturę kinazy CaM II można zilustrować na 
przykładzie podjednostki a kinazy CaM II (Ryc. 3A). 
Podjednostki kinazy CaM II zbudowane są z trzech 
domen:
—  od N-końca znajduje się domena katalityczna ki

nazy białkowej (aminokwasy od 1 do 270), se-

kwencja aminokwasów od 271 do 280 łączy do
menę katalityczną z dom eną regulatorową;

—  region od 28 1 do 309 am inokw asów jest dom eną 
regu la to row ą i zawiera zarówno sekwencje auto- 
inh ib ito ro w ąjak  i sekwencję w iążącą kalmoduli- 
nę;

—  C-końcowy region zawiera domenę asocjacyjną 
w ym aganą do łączenia się podjednostek w holo- 
enzym.
Jedyną zasadniczą różnicą pomiędzy podjednost- 

kami a ,  P, y i 5 są regiony zmienne zawierające od 11 
do 39 aminokwasów, zlokalizowane pomiędzy do
m eną regulatorową i dom eną asocjacyjną.

Badania wpływu syntetycznych peptydów po
chodzących z domeny regulatorowej na aktywność 
fragmentu katalitycznego kinazy CaM II ujawniły, 
że domena regulatorowa spełnia podw ójną funkcję: 
wiąże kalm odulinę jak  również hamuje aktywność 
kinazy CaM II. Sekwencja autoinhibitorowa domeny 
regulatorowej spełnia rolę autoinhibitorową poprzez 
blokowanie w iązania zarówno substratu białkowego 
jak  i ATP do miejsca katalitycznego enzymu [68], 

Za pom ocą mikroskopii elektronowej ustalono 
strukturę k inazy CaM II [74], Jest to struktura 
„kwiatu z p ła tkam i” (z ang. f lo w e r  with p e ta ls ), w 
której C-końcow e domeny asocjacyjne podjednostek 
(od 8 do 12) łączą się ze sobą centralnie, a od 
połączonych domen asocjacyjnych odchodzą 
promieniście domeny regulatorowe i N-końcowe 
domeny katalityczne. Do tej pory nie wiadomo, czy 
holoenzym kinazy CaM II jest homomultimerem czy 
heteromultimerem, chociaż enzym z mózgu zawiera 
wyłącznie podjednostki a  lub p, co potwierdza 
sugestie, że kinaza CaM II nie tworzy 
heteromultimerów [74],

III-2. Regulacja aktywności kinazy CaM II przez 
kompleks Ca2+/kalmodulina i autofosforylację

Wielofunkcyjna kinaza CaM II jest nieaktywna w 
nieobecności jonów  wapnia i kalmoduliny. Jony 
wapnia w iążą się do kalmoduliny i indukują w jej 
cząsteczce zmiany konformacyjne. Wywołane 
zmiany konformacyjne w kalmodulinie powodują 
wzrost jej powinowactwa do kinazy CaM II. 
Kalmodulina wiąże się do domeny regulatorowej 
i powoduje oddysocjowanie sekwencji auto- 
inhibitorowej od miejsca katalitycznego enzymu 
[75]. Powstała aktywna podjednostka enzymu jest 
szybko autofosforylowana przez przyległą, aktywną 
podjednostkę [76]. Autofosforylacja zamienia 
kinazę w enzym konstytutywnie aktywny, który
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może fosforylować egzogenne białka bez dopływu 
wolnego kompleksu Ca2+/kalm odulina. Autofos- 
forylowana jes t treonina 286 znajdująca się w 
sekwencji autoinhibitorowej wszystkich izo- 
enzymów kinazy CaM II. Autofosforylacja  ta obniża 
stopień dysocjacji kalm oduliny od podjednostki 
[77]. Wynika z tego, że fosforylacja T-286 jest 
odpowiedzialna za „zatrzym yw anie” (z ang. trap- 
ping )  kalmoduliny w cząsteczce enzymu. Konsek
wencją „zatrzym ywania” kalm oduliny jest 
uzyskanie przez enzym aktywności niezależnej od 
wolnego kompleksu —  Ca2+/kalm odulina. Pod- 
jednostka taka jest w stanie ak tyw nym  między 
oscylacjami wew nątrzkom órkow ego poziomu Ca2+. 
Ma to miejsce w wypadku, kiedy sygnały wapnia 
występują z dużą częstotliwością. Po kolejnych

sygnałach Ca2+ kinaza może osiągnąć maksymalną 
aktywność poprzez uaktywnianie kolejnych pod- 
jednostek holoenzymu (Ryc. 4). Jeżeli sygnały 
wapnia występują z małą częstotliwością, kinaza 
odwracalnie inaktywuje się w przerwach między 
poszczególnymi sygnałami jonów wapnia a dopływ 
tych jonów  przywraca aktywność enzymatyczną. 
Tak więc aktywność kinazy CaM II może być 
modulowana poprzez wielkość, częstotliwość i 
liczbę sygnałów wapniowych [72].

W cząsteczce enzymu istnieją dwa inne miejsca 
autofosforylacji zlokalizowane w sekwencji w iążą
cej kalmodulinę, które również regulują aktywność 
enzymu. Są to T-305 i T-306. Kalmodulina związana 
z enzymem blokuje autofosforylację T-305 i T-306. 
Treoniny te są szybko autofosforylowane po oddyso-
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Rys. 4. Wiązanie kalmoduliny i aktywacja kinazy CaM II (wg [45], zmodifikowany). Jeżeli zmiany w stężeniu Ca2+ w cytosolu zachodzą z dużą często
tliwością podjednostki kinazy wiążą kalmodulinę i ulegają chwilowej aktywacji. W tym czasie jedna z aktywnych podjednostek fosforyluje 
drugą sąsiadującą podjednostkę. Konsekwencją fosforylacji jest pozostanie podjednostki w stanie aktywnym (kolor szary) pomimo obniżenia 
stężenia Ca2+ w cytosolu, ponieważ fosforylacja zwiększa powinowactwo kalmoduliny do podjednostki i uniemożliwia oddysocjowanie od niej 
kalmoduliny. Podczas następnych wzrostów stężeń Ca2+ w cytosolu kolejne podjednostki ulegają aktywacji i autofosforylacji aż do uzyskania 
przez enzym maksimum aktywności.

cjowaniu od enzym u kalmoduliny i ufosforylowane 
treoniny b lokują ponow ne wiązanie się kalmoduliny 
do enzymu [70].

III-3. Kinazy CaM w drożdżach i roślinach

Z biblioteki genomowej Saccharom yces cerevi
siae  wyizolowano dwa geny zwane CMK1 i CMK2 
kodujące kinazy zależne od Ca2+ i kalmoduliny o c. 
cz. 56 i 50 kD. Sekwencje aminokwasowe produk
tów genów CMK1 i CMK2 wykazują największe po
dobieństwo do ssaczej kinazy CaM II [78]. Droż
dżowe kinazy na C-końcu są krótsze od ssaczych ki
naz CaM II o 80 aminokwasów. Ta delecja jes t naj
prawdopodobniej przyczyną różnic w stopniu oligo- 
meryzacji enzymów drożdżowych, które tworzą di- 
mery, podczas gdy ssacza kinaza CaM II zbudowana 
jest z 8-12 podjednostek. Kinazy CMK1 i CMK2 
mają podobne właściwości biochemiczne, ale ich ak
tywność jest różnie regulowana. Aktywność kinazy 
CMK2 jest aktywow ana przez autofosforylację po
dobnie jak aktywność ssaczych kinaz CaM II, nato
miast kinaza CMK1 nie jes t  regulowana przez auto
fosforylację, ponieważ nie ma wymaganego, konser
wowanego miejsca autofosforylacji.

Badania molekularne wykazały możliwość 
istnienia kinazy CaM w roślinach. Z biblioteki 
cDNA jabłka wyizolowano gen kodujący kinazę 
CaM. Analiza sekwencji ujawniła, że to białko (c. cz. 
46,5 kD) zbudowane jes t  z domeny katalitycznej 
wykazującej 39% identyczności w sekwencji

aminokwasowej z podjednostką a  kinazy CaM ze 
szczura. To białko posiada również sekwencję 
wiążącą kalmodulinę, która jes t w 38% identyczna z 
sekwencją w iążącą  kalmodulinę w izoenzymie ot 
kinazy CaM II szczura [79]. Jednakże to białko nie 
wykazuje aktywności stymulowanej przez Ca2+/ 
kalmodulinę [80]. Gen zwany MCK1 kodujący 
roślinną kinazę CaM wyizolowano z korzeni 
kukurydzy. W stępne badania sugerują, że kinaza ta 
uczestniczy w przekazywaniu sygnału przez światło
[81].

IV. Kinaza białkowa zależna od Ca2+ (CDPK)

CDPK reprezentuje rodzinę izoenzymów, które 
mają podobną budowę i właściwości enzymatyczne. 
Izoenzymy CD PK  są szeroko rozpowszechnione w 
roślinach, g lonach i pierwotniakach [4], natomiast 
brak jes t informacji o istnieniu tego typu enzymu w 
komórkach zwierzęcych, drożdżowych i prokario- 
tycznych. C D PK  z kultur komórkowych soi była 
pierwszą, opisaną w roślinach kinazą białkową zale
żną od Ca2+ [82],

W jednym  organizmie obecnych może być wiele 
izoenzymów C D PK  i tak np. w kukurydzy znanych 
jes t 6 genów [83-86], w pierwotniaku Param ecium  
tetraurelia 2 geny [87, 88], natomiast w Arabidopsis 
thaliana  aż 12 genów kodujących różne izoenzymy 
CDPK  [89]. A naliza etykietek sekwencji kodujących 
(z ang. ESTs — E xpressed Sequence Tags) sugeruje 
istnienie 20 izoenzym ów CD PK  w A. thaliana  [90].
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IV -1. Budowa CDPK

CDPK są białkami monomerycznymi składają
cymi się z czterech domen: N-końcowej domeny 
zmiennej, domeny katalitycznej, domeny 
łącznikowej (z ang. JD  —  Junction D om aiń) oraz 
domeny podobnej do kalmoduliny (z ang. CLD  — 
C alm odulin-Like D om ain, Ryc. 3B).

N-końcowa domena jest dom eną zmienną i różni 
się zarówno pod względem długości (od 21 do 185 
aminokwasów) jak  i składu aminokwasowego w 
izoenzymach CDPK. Nie ma wystarczająco dużo 
dowodów dotyczących funkcji tej domeny, ale w 
niektórych CDPK np. w CPK1, CPK2, CPK5 z A. 
thaliana, CDPK z ryżu, ZmCRK3 z kukurydzy oraz 
CRK (z ang. CDPK R ela ted  K inase) z marchwi 
znajduje się w niej konserwowany motyw 
mirystylacji. Mirystylacja w innych białkach 
stabilizuje interakcje enzymu z błoną kom órkow ą i 
najprawdopodobniej pełni taką samą funkcję w 
CDPK. Ponadto, w domenie zmiennej w niektórych 
CDPK występuje konserwowana sekwencja PEST. 
Jest to sekwencja bogata w prolinę, glutaminę, 
serynę, treoninę i występuje w białkach ulegających 
szybkiej degradacji proteolitycznej [91].

Domena katalityczna CDPK jest dom eną charak
terystyczną dla kinaz białkowych serynowo-treoni- 
nowych [92], Domenę łącznikową tworzy 31 am ino
kwasów. Wykazano, że ta domena pełni funkcję au- 
toinhibitorową, ponieważ zawiera sekwencję pseu- 
dosubstratu, która w nieobecności Ca2+ blokuje m iej
sce katalityczne enzymu [93, 94], Region autoinhibi- 
torowy jest silnie konserwowany. I tak np. region ten 
wykazuje ponad 90% identyczności w sekwencji 
aminokwasowej pomiędzy poszczególnymi izoenzy- 
mami CDPK w A. thaliana.

Domena podobna do kalmoduliny w CDPK 
zawiera 4 motywy „EF-hand” (podobnie jak 
kalmodulina) i jest w 30-40 % identyczna w 
sekwencji aminokwasowej z kalmodulinami 
zwierzęcymi i roślinnymi. Domena ta jes t dom eną 
regulatorową enzymu. Do domeny tej wiążą się jony 
wapnia, co wywołuje zmiany konformacyjne i w 
konsekwencji aktywuje enzym. CLD posiada 
wspólne cechy strukturalne z innymi białkami 
wiążącymi Ca2+.

Wyizolowano z bibliotek cDNA kukurydzy i 
marchwi klony kodujące kinazy białkowe podobne 
do CDPK, które zostały nazwane CRK (z ang. CD PK  
R elated Kinase). CRK różnią się od typowych CDPK 
zmienioną dom eną podobną do kalmoduliny (CLD) 
i dlatego są kinazami białkowymi, które nie wiążą 
jonów  wapnia [95, 96].

Izoenzymy ZmCRK3 i Z m C R K l z kukurydzy 
posiadają CLD z częściowo zakonserwowanymi 
motywami „EF-hand”, natom iast w izoenzymie z 
marchwi nie wykryto homologii do domeny 
podobnej do kalmoduliny. Interesującym jest klon 
cDNA wyizolowany z lilii. Klon ten nazwany 
CCaMK koduje kinazę b iałkow ą mającą oprócz 
domeny katalitycznej dwie dom eny regulacyjne: 
domenę wiążącą kalmodulinę oraz domenę wiążącą 
Ca2+ podobną do visininy [97] (Ryc. 3C). Białka 
podobne do visininy posiadają 3 motywy „EF-hand” 
wiążące jony wapnia i należą do grupy białek 
występujących w tkance nerwowej. Niezwykłą 
cechą CCaMK jest obecność w domenie podobnej do 
visininy zakonserwowanej sekwencji wiążącej 
biotynę, jednakże rola biotyny w regulacji CCaMK 
jest nieznana. Sekwencji wiążącej biotynę nie 
wykryto w białkach visininy tkanki nerwowej. 
Badania enzymatyczne białka ekspresyjnego 
CCaM K wykazały, że wiąże ono bezpośrednio Ca2’ 
oraz kalmodulinę w sposób zależny od Ca2+. 
Zarówno cechy strukturalne CCaM K  jak i badania 
enzymatyczne sugerują, że enzym jest regulowany 
przez podwójny system kontroli.

IV-2. W łaściwości CDPK

Jony wapnia są pozytywnymi regulatorami ak
tywności CDPK. Zaproponow ano istnienie dwóch 
alternatywnych modeli aktywacji CDPK [93, 94], W 
obu modelach jony wapnia w iążą się do CLD i indu
kują zmiany konformacyjne w cząsteczce enzymu. 
W wyniku tych zmian następuje uwalnianie regionu 
autoinhibitorowego od dom eny katalitycznej i akty
wacja enzymu. Y o o i H a r m o n  [98] sugerują, że 
wiązanie CLD do domeny łącznikowej jest niewy
starczające do aktywacji *nzym u. Prawdopodobnie 
interakcja CLD z dodatkowymi regionami na po
wierzchni enzymu może pow odować aktywację en
zymu.

Aktywność enzymatyczna CDPK jest zależna od 
mikromolarnych stężeń wolnych jonów  wapnia. W 
obecności Ca2+ aktywność CD PK jes t  stymulowana 
50-100-krotnie. Jednakże często obserwowany jest 
brak wpływu Ca2+ na aktywność enzymu. Spowodo
wane jest to proteolityczną degradacją domeny regu
latorowej. Do aktywacji natomiast nie jest w ym aga
na kalmodulina. CDPK w ykazuje wspólne cechy z 
kalmoduliną, ponieważ oddziaływuje podobnie jak 
kalmodulina w sposób zależny od Ca2+ z licznymi 
strukturami hydrofobowymi i amfipatycznymi np. 
kalmidazolium —  CMZ, sulfonamidem naftale- 
nu-W-7 i tryfluoroperazyną-TFP [99-101]. Związki
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te są inhibitorami kinaz białkowych zależnych od 
Ca2+ i kalm oduliny, ham ująrów nież  w wyższych stę
żeniach aktywność CDPK. W kalmodulinie domena 
hydrofobowa w yeksponow ana po związaniu jonów  
wapnia jes t odpowiedzia lna za w/w oddziaływania. 
Można przypuszczać, że w cząsteczkach CDPK za 
oddziaływania hydrofobowe są odpowiedzialne 
struktury kalmodulino-podobne.

N ajlepszym substratem in vitro dla większości 
CDPK jest histon H I.  Do tej pory nie wiadomo, czy 
histon HI jes t  naturalnym substratem CDPK. W hi- 
stonie HI fosforylowane są przez CDPK zarówno 
reszty seryny jak  i treoniny [82].

Wszystkie znane CDPK wykazują wspólne 
właściwości biochemiczne:
—  aktywność C D PK  jes t  zależna od C a2+,
—  oddzia ływ ująze  związkami hydrofobowymi i/lub 

amfipatycznymi,
—  fosforylują histon HI i wykazują szeroką specy

ficzność substratow ą podobną do niektórych 
zwierzęcych kinaz białkowych zależnych od 
Ca2+.
Ostatnio w ykazano, że niektóre izoformy CDPK 

mogą być również aktywowane przez lipidy. I tak np. 
kinaza białkowa z siewek kukurydzy o c. cz. około 
54 kD, aktywow ana przez C a2+ i stymulowana przez 
fosfatydyloserynę (PS) i fosfatydyloinozytol (PI) zo 
stała zidentyfikow ana jako jedna z izoform CDPK 
[102 i praca w ysłana do druku].

Ponadto CD PK  związana z błoną kom órkową 
owsa była aktyw ow ana przez PI, LysoPC i lipidy z 
soi [103]. Aktyw ność innej kinazy, CDPK z A. tha- 
liana (zwana AK1 -  otrzymana jako białko rekombi- 
nacyjne) s tym ulow ana była również przez LysoPC i 
PI [104],

IV-3. Lokalizacja i funkcje fizjologiczne CDPK

Izoenzymy CD PK  występują w różnych częściach 
komórki. Są one zlokalizowane zarówno w błonach 
plazmatycznych [105, 106], w chromatynie [100], w 
mikrosomach [107] jak  również we frakcji rozpusz
czalnej [105] i w cytoszkielecie komórki [4], Z aob
serwowano tkankowo-specyficzne występowanie 
niektórych CDPK, np. jeden z izoenzymów CDPK 
kukurydzy występuje wyłącznie w pyłku kw iato
wym [83], enzym zwany SPK z ryżu występuje tylko 
w rozwijających się nasionach [108], natomiast inne 
CDPK z ryżu (zwane OSCPK2 i O S C PK 11) są obec
ne zarówno w korzeniach jak  i koleoptylach tych ro 
ślin [ 109], Biorąc pod uwagę fakt, że aktywność n ie 
których izoform CD PK  może być regulowana przez 
lipidy błonowe należy przypuszczać, że kinazy te

ulegają translokacji do błon. Rolę w tym procesie 
najprawdopodobniej odgrywa post- translacyjna m o
dyfikacja —  mirystylacja (przyłą- czenie reszty kw a
su tłuszczowego). Większość do tej pory poznanych 
izoenzymów CDPK posiada motyw mirystylacji i 
dlatego prawdopodobnie enzymy te mogą od
działywać z błonami [90], Za funkcjonalne powiąza
nie niektórych form CDPK z błonami przemawia 
również fakt, że większość do tej pory poznanych en
dogennych substratów CDPK np. nodulina-26, AT- 
P-aza protonowa i reduktaza azotanowa są białkami 
błonowymi [4], Występowanie u roślin wielu izoen
zymów CDPK, niewielkie różnice w ich właściw o
ściach oraz specyficzna lokalizacja zarówno tkanko
wa jak  i komórkowa sugeruje ich odm ienną rolę w re
gulacji specyficznych funkcji. Jednakże wiadomości 
dotyczące roli fizjologicznej CDPK są fragmenta
ryczne.

Zaobserwowano indukcję genu kodującego 
CDPK u Vigna radiata  pod wpływem stresu 
mechanicznego [110]. Dwa inne geny ATCDPK1 i 
ATCDPK2 kodujące CDPK w Arabidopsis thaliana  
są szybko indukowane przez stres wysokiej soli i 
suszę, ale nie przez niską i wysoką temperaturę 
[111]. Te dane sugerują udział CDPK w szlakach 
przekazywania sygnału przez wymienione bodźce. 
Również wyniki prac przeprowadzonych na 
protoplastach z liści kukurydzy sugerują udział 
niektórych izoenzymów CDPK w przekazywaniu 
sygnałów w stresie [112], Ponadto CDPK może 
pełnić funkcję w morfogenezie bulw
ziemniaczanych, ponieważ obserwowano 2,5-krotny 
wzrost aktywności tej kinazy podczas tego procesu 
[113]. Wykazano korelacje między ekspresją genu 
kodującego CDPK (zwanego SPK) w rozwijających 
się nasionach ryżu a ekspresją genów kodujących 
enzymy syntetyzujące lipidy i skrobię oraz białka 
zapasowe nasion. Przypuszcza się, że SPK może 
więc odgrywać rolę w syntezie komponentów 
zapasowych nasion, między innymi w regulacji 
biosyntezy skrobi podczas rozwoju nasion. Za tym 
przypuszczeniem przemawia fakt, że gen SPK jest 
zlokalizowany na chromosomie obok genu shel 
kodującego enzymy syntetyzujące skrobię [108], 
Specyficzną funkcję w kiełkowaniu i we wzroście 
pyłku kwiatowego przypisuje się wspomnianemu 
powyżej specyficznie tkankowemu izoenzymowi 
CDPK z kukurydzy. Analiza typu „N orthern” i 
„ Western” wykazała, że gen z pyłku kukurydzy 
kodujący CDPK ulega ekspresji tylko podczas 
wzrostu i kiełkowania pyłku [83],

Poznanie endogennych substratów CDPK sugeru
je rolę enzymu w regulacji: aktywności białek trans
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portowych [106] i tworzących kanały jonow e 
[114-116], metabolizmu w ęglowodanów [ 117-120], 
metabolizmu azotanów [121-123], wiązania dw u
tlenku węgla [ 124] oraz w obronie roślin przed pato
genami [125].

V. Uwagi końcowe

Kinazy białkowe regulują  podstawowe funkcje 
życiowe komórki. Zasadnicze różnice w metaboli
zmie i funkcji organizmów zwierzęcych i roślinnych 
są prawdopodobnie przyczyną, a może też skutkiem, 
obecności w tych organizmach różnych kinaz b iałko
wych. Kinazy białkowe zależne od jonów  wapnia 
pełnią istotną rolę w przekazywaniu sygnału we 
wszystkich komórkach eukariotycznych. Typowymi 
kinazami zwierzęcymi są kinazy białkowe C i kinazy 
CaM, natomiast CDPK reprezentuje świat roślin.

Obecność domeny podobnej do kalmoduliny 
(CLD) w typowo roślinnych CDPK, jest najw aż
niejszą cechą odróżniającą je  od zwierzęcych kinaz 
białkowych zależnych od Ca2+ i fosfolipidów i kinaz 
zależnych od kompleksu Ca2+/kalmodulina. Dzięki 
obecności CLD roślinne CDPK są bezpośrednio ak
tywowane przez jony  wapnia. Natomiast budowa i 
mechanizm aktywacji roślinnych CDPK jest podob
ny do zwierzęcych kinaz CaM. H a r p e r  i wsp.
[126] sugerują, że gen kodujący CDPK powstał z 
połączenia dwóch genów: genu kodującego kinazę 
zależną od Ca2+ i kalmoduliny oraz genu kodującego 
białko podobne do kalmoduliny. Prawdopodobnie 
podobne zjawisko było przyczyną powstania kalpa- 
iny. Analiza struktury wykazała, że kalpaina —  
zwierzęca proteaza zależna od Ca2+ powstała z 
połączenia dwóch genów; kodującego kalmodulinę i 
genu kodującego domenę katalityczną proteazy
[127],

Występowanie wielu izoenzymów omawianych 
kinaz białkowych sugeruje ich odm ienną rolę w re
gulacji podstawowych funkcji. Świadczyć o tym 
może specyficzna lokalizacja niektórych izoenzy
mów zarówno tkankowa jak  i komórkowa. Z drugiej 
jednak  strony, niewielkie różnice w ich właściw o
ściach nie wykluczają możliwości zastępowania j e d 
nej izoformy danego enzymu przez inną. I tak np. 
możliwość ta może tłumaczyć dlaczego w Arabi- 
dopsis thaliana  (roślinie narażonej na wiele stresów 
środowiska) jes t obecnych około 20 genów ko
dujących CDPK. Obecność w roślinach CDPK sty
mulowanych przez fosfolipidy może sugerować, że 
enzymy te pełnią role funkcjonalnych analogów 
PKC w przekazywaniu sygnału.

Można przypuszczać, że podobnie  jak  PKC grupa 
innych kinaz regulowanych przez wtórne 
przekaźniki, reprezentowana przez kinazy białkowe 
zależne od cyklicznych nukleotydów  (cAMP i 
cGMP) występuje wyłącznie w organizmach 
zwierzęcych. Natomiast wiele kinaz białkowych np. 
kinazy CK (z ang. Casein K in a se ), M APK (z ang. 
M itogen A ctiva ted  Protein K inase) i CDK (z ang. 
Cyclin D ependent K inase) występuje zarówno u 
roślin jak  i u zwierząt. K inazy te mają znacznie 
szerszą specyficzność i praw dopodobnie uczestniczą 
w regulacji procesów w spólnych dla wszystkich 
żywych organizmów.

Artykuł otrzymano 30 października J999 r.
Zaakceptowano do druku 14 stycznia 2000 r.
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Budowa i sposoby regulacji reduktazy azotanowej 

Structure and regulation of nitrate reductase

MAŁGORZATA REDA1, GRAŻYNA KŁOBUS2, JÓZEF BUCZEK3
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III-2. Posttranslacyjna regulacja aktywności NR
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W ykaz stosowanych skrótów: AMP —  adenozynomonofosfo- 
ran; ATP —  adenozynotrifosforan; BPB —  błękit bromofenolo- 
wy; FAD — dinukleotyd flawinoadeninowy; Fdr —  ferredoksy- 
na; FMNFI —  zredukowany mononukleotyd flawinowy; IP — 
białko inhibitorowe reduktazy azotanowej; Mo-Co —  kofaktor 
molibdenowy; MVH — zredukowany metylowiologen; NADH
— zredukowany nukleotyd nikotynamidoadeninowy; NADPH
— zredukowany fosforan dinukleotydu nikotynamidoadenino- 
wego; NR —  reduktaza azotanowa; NiR —  reduktaza azotyno
wi; p-HMB — kwas p-hydroksymerkuriobenzoesowy; P; — 
fosforan nieorganiczny; PM-NR — reduktaza azotanowa 
związana z plazmolemą.

I. W stęp

Rośliny wyższe obok glonów, niektórych bakterii 
i grzybów posiadają zdolność asymilacji azotanów 
stanowiących główne źródło azotu nieorganicznego. 
Proces ten ma fundamentalne znaczenie biologiczne 
i odgrywa ogromną rolę w przyswajaniu azotu. Asy
milacja azotanów to proces dwustopniowej redukcji 
N 0 3' do NH4+ katalizowany przez dwa enzymy. 
Pierwszym etapem jest redukcja N 0 3' do N 0 2' pole
gająca na przeniesieniu dwóch elektronów z donora 
(NADH lub NADPH) na akceptor (N O 3 ), w wyniku 
czego powstająjony azotynowe. Reakcja ta katalizo
wana jest przez reduktazę azotanową (NR). Dalszą 
redukcję azotynów do amoniaku lub jonów  am ono
wych katalizuje reduktaza azotynowa (NiR) poprzez 
przeniesienie sześciu elektronów ze zredukowanej

'Mgr, 2Dr hab., 3Prof. dr hab. Zakład Fizjologii Roślin, Instytut 
Botaniki Uniwersytetu Wrocławskiego, Kanonia 6/8, 50-328 
Wrocław

ferredoksyny (Fdr) na azotyn. Dopiero tak zreduko
wane formy azotu włączane są w szlak syntezy am i
nokwasów.

II. B ud ow a red u k tazy  azotanow ej

W tkankach roślinnych występują trzy izoformy 
reduktazy azotanowej różniące się specyficznością 
wobec reduktora oraz lokalizacją tkankową [1 ]. N aj
bardziej powszechną w tkankach roślin wyższych 
jes t  monospecyficzna NADH -N R (EC 1.6.6.1) w y 
korzystująca jedynie NADH jako dawcę elektronów. 
W korzeniach wielu roślin, takich jak H ordeum , Zea  
m ays i Oryza sa tiva , obok formy monospecyficznej 
N AD H -NR, występuje także bispecyficzna NAD(P)- 
H-NR (EC 1.6.6.2), dla której NADH i NA D PH  sta
now ią  równorzędne donory elektronowe. W tkan
kach Betida péndula  i Erythrina senegalensis  forma 
bispecyficzna jest jedyną  aktywną formą reduktazy 
azotanowej [2]. Natomiast w komórkach grzybów 
występuje monospecyficzna N A D PH -NR (EC 
1.6.6.3) nie wykryta u roślin wyższych [1].

Zarówno struktura cząsteczki, jak i mechanizm 
katalizy enzymatycznej reduktazy azotanowej są do
skonale poznane (Ryc.l) .  NR należy do dużej grupy 
białek enzymatycznych zawierających cyto- 
chrom b5, obejmującej reduktazę siarczanową, re 
duktazę NADH-cyt c oraz dehydrogenazę mlecza- 
now ą [3]. NR składa się z trzech funkcjonalnych d o 
men zawierających trzy różne centra redoks uczest
niczące w transporcie elektronów. Są to: domena za 
wierająca FAD, domena zawierająca żelazo hemowe 
zidentyfikowane jako cytochrom b551 oraz domena 
zawierająca kofaktor molibdenowy, zwany molibde-
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nopteryną (Mo-Co). Dom ena ta jes t  odpowiedzialna 
także za dimeryzację enzymu, który w formie natyw- 
nej występuje jako hom odimer o masie 200-270 kDa, 
rzadziej jako homotetramer [4]. M iejsca łączące po 
szczególne domeny NR (Ryc. 1, pkt. 1 i 2), złożone z 
15 do 30 reszt aminokwasow ych, w ykazują dużą 
wrażliwość na działanie enzymów proteolitycznych 
[4-6]. Badania nad strukturą pierwszorzędową, a 
także strukturą przestrzenną podjednostek  reduktazy 
azotanowej wykazują, że domena w iążąca kofaktor 
molibdenowy znajduje się na N -końcu białka pod-

tro możliwe jest ponadto przekazanie elektrorów na 
akceptory inne niż N 0 3'. Jeśli w transporcie 
elektronów uczestniczy tylko domena zaw ica jąca  
FAD, stanowiąca początkowy (proksynalny) 
odcinek enzymu, a utlenianiu NAD (P)H tow azyszy  
redukcja cytochromu c lub żelazicyjanku, to 
mówimy o dehydrogenazowej bądź diafonzowej 
aktywności enzymu. Ta tzw. cząstkowa aktyvność 
reduktazy azotanowej ham owana jes t całkowicie 
przez p-HM B. N aturalny dawca elekńonów 
(NAD(P)H) w próbach in vitro  może być zastąpiony

Sztuczne akceptory elektronów

C y t  c żelazicyjanek

Sztuczne donory 
elektronów

FMNH

wiologeny

BPB

NO,

jednostki i zarazem stanowi połow ę całej proteiny. 
Domena wiążąca żelazo hemowe zajm uje centralny 
rejon białka, a domena z g rupą FAD położona jest na 
C-końcu proteiny m onom eru [2], Porów nanie pozna
nych sekwencji aminokwasów białka reduktazy azo
tanowej wskazuje na wysokie podobieństw o pom ię
dzy roślinną NR a reduktazą azo tanow ą występującą 
w komórkach glonów czy grzybów, co z kolei suge
ruje, że struktura trzeciorzędowa oraz funkcje katali
tyczne reduktazy azotanowej u E ucaryota  są podob
ne [7],

In situ, w komórkach roślinnych, przy udziale NR 
zachodzi transport elektronów ze zredukowanego 
donora (NAD(P)H) na u tleniony akceptor. 
Pierwszym akceptorem elektronów w łańcuchu 
transportu elektronów N R  jest FAD, z którego 
elektrony przenoszone są kolejno poprzez 
cytochrom b 55j i Mo-Co na azotany. W próbach in vi-

Ryc. 1. Hipotetyczna budowa dimeru reduktazy azotanowej. 1
— miejsca wrażliwe na działanie proteaz, 2 — miejsce 
połączenia mostkami -SH dwóch monomerów Mo-Co
—  kofaktor molibdenowy, HEM —  żelazo henrowe w 
postaci cyt ó557, FAD — dinukleotyd flawinondenino- 
wy, FM NH2 —  zredukowany nukleotyd flaMnowy, 
BPB —  błękit bromofenolowy, NAD —  nukleotyd ni- 
kotynannidoadeninowy, NADH —  zredukowany nu
kleotyd nikotynamidoadeninowy.

przez FMNH lub MVH. Ponieważ redukcja 
azotanów w obecności tych kofaktorów nie jest 
wrażliwa na inhibitory takie jak  /t-HMB, ale 
wykazuje ogrom ną wrażliwość na azydki, cyjanki i 
jony wolframowe, jasne jest, że uczestniczy w niej 
fragment NR zawierający żelazo hemowe oraz 
domena molibdenowa. Także zredukowany błękit 
bromofenolowy m oże być reduktorem wykorzysty
wanym przez NR do redukcji azotanów w próbach in 
vitro. Reakcja katalizow ana jest jedynie przez 
domenę m olibdenow ą enzymu [8]. Fizjologiczne 
funkcje tzw. aktywności cząstkowych rozpusz
czalnych form NR nie są znane.

Obok cytoplazmatycznej formy enzymu, w ko
mórkach korzeni szeregu roślin obecna jest forma 
związana z p lazm olem ą (PM-NR) [9-12], Jej udział 
w redukcji azotanów nie wydaje się istotny, z uwagi 
na to, że stanowi tylko niewielki procent całkowitej
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aktywności reduktazowej. M ożliwe natomiast, że 
aktywność dehydrogenazow a PM -N R  jes t  odpowie
dzialna za redukcję kom pleksów  żelaza z ni- 
skocząsteczkowymi zw iązkam i organicznymi 
(Fe+3-siderofor) i uczestn iczy w pobieraniu żelaza. 
Nie wyklucza się także udziału  cząstkowych aktyw
ności p lazmolemowej N R  w generowaniu po
wierzchniowych potencja łów  redoksowych i regula
cji procesów transportu przez błonę.

Badania m olekularne i genetyczne wykazały, że 
znakomita większość roślin posiada dwa lub więcej 
genów strukturalnych kodujących apoproteinę 
reduktazy azotanowej [3]. Są to geny Nia, które 
klonowano z kom órek N icotiana , Arabidopsis, 
Oryza, Lycopersicon  i H ordeum . U Nicotiana  
plum baginifo lia  z identyfikow ano jedną  sekwencję 
nukleotydową jako  loci genu N ia  [14]. Natomiast w 
amplidiploidalnym N. tabacum  obecne są dwa 
homologiczne loci Nia  [15, 16]. Dwie różne 
sekwencje zidentyfikowano jak o  loci N ia  także w 
komórkach A rabidopsis thaliana (N ia l i N ia2) oraz 
w komórkach Hordeum  (odpowiednio N a rl i N ar7 ). 
Wykazano, że u A. thaliana  gen N ia2  koduje około 
90% aktywności reduktazy azotanowej, podczas gdy 
gen Nia 1 odpowiada za pozostałe  10% aktywności 
enzymu [17]. D ośw iadczenia z użyciem mutantów 
Hordeum  dowiodły, że gen N a rl koduje 
monospecyficzną izoformę N AD H -NR, a gen Nar7  
bispecyficzną N A D (P)H -N R  [18]. Porównanie 
sekwencji nukleotydowych genów  Nia wskazuje na 
stosunkowo dużą hom ologię w śród różnych roślin. 
Generalnie s tw ierdzono, że u wszystkich 
zbadanych roślin sekw encja  kodu jąca  przedzielona 
jes t trzema intronam i o różnej długości, ale 
zajmujących raczej te sam e pozycje [2, 19]. W 
przeciwieństwie do sekwencji nukleotydowych 
egzonów, sekw encje in tronow e są mniej 
konserwatywne [19].

Obok genów strukturalnych zidentyfikowano 
również geny kodujące biosyntezę kofaktora m olib
denowego (Mo-Co). Są to geny Nar2,3, 4,5,6 i 8 H or
deum  [20], geny Cnx A, B, C, D ,E, F  zidentyfikowa
ne u Nicotiana p lum bag in ifo lia  [20-22] i geny 
Cnx2,4,5 i 6 znalezione u A rabidopsis thaliana  [20, 
23]. Dokładne funkcje w szystkich genów Mo-Co do 
tej pory nie sąpoznane. Jednakże mutacje w ich obrę
bie, zwane mutacjami cnx, zawsze prowadzą do po
ważnych dysfunkcji reduktazy azotanowej. W wielu 
wypadkach mutanty cnx  w ykazu ją  także zaburzenia 
aktywności innych enzymów zawierających w swo
jej cząsteczce kofaktor m olibdenow y [13].

III. Sposoby regulacji aktywności NR

Reduktaza azotanowa, kluczowy enzym szlaku 
asymilacji azotanów, podlega wielopłaszczyznowej 
kontroli przez czynniki zewnętrzne i wewnętrzne, 
zapewniającej utrzymanie właściwego stosunku C:N 
w tkankach. Warunkuje to sprawne włączanie n ie
organicznej formy azotu w związki organiczne. 
K om pleksowa regulacja aktywności biologicznej re
duktazy przebiega zarówno na poziomie genetycz
nym, jak  i posttranslacyjnym (Ryc. 2).

III-l. Regulacja aktywności NR na poziomie gene
tycznym

Kontrola aktywności biologicznej NR na pozio
mie genetycznym  polega na regulacji ekspresji ge
nów Nia. G łównym  czynnikiem warunkującym eks
presję tych genów, objawiającą się w zmożoną aku
m ulacją specyficznego transkryptu (NR-mRNA) są 
azotany [4, 7, 13]. U roślin uprawianych na pożyw 
kach bezazotanow ych wprowadzenie azotanów do 
środowiska powoduje już  w ciągu kilku minut 5-100 
krotny wzrost specyficznego NR-m RN A  [24], A ku
mulację białka enzymatycznego obserwuje się z kil
ku godzinnym opóźnieniem. Wyniki badań z w yko
rzystaniem roślin transgenicznych i mutantów ge
nów Nia  potwierdzają, że azotany działają na pozio
mie genetycznym, a wzrost puli NR-mRNA jest w y
nikiem syntezy transkryptu de novo.

Do tej pory uważano, że końcowe produkty szlaku 
asymilacji azotanów, glutamina i kwas glutaminowy, 
w pływają odwrotnie niż azotany na ekspresję genów 
Nia i poziom specyficznego transkryptu. Obserwo
wano, że obydwa związki podawane egzogennie ob
niżają poziom NR-m RNA [25]. Wykazano również, 
że inaktywacja syntetazy glutaminianowej (GS) pro
wadząca do obniżenia zawartości endogennej gluta
miny w liściach tytoniu wzmagała wyraźnie akum u
lację NR-m RNA . Takie wyniki sugerowały, że także 
endogenny poziom  glutaminy moduluje ekspresję 
genów Nia  [25]. Uznano więc, że glutamina odgrywa 
rolę w procesie regulacji reduktazy azotanowej 
prawdopodobnie jako represor na poziomie tran
skrypcji genów NR [26]. Ostatnie doniesienia pod
w ażają  bezpośredni wpływ glutaminy na transkryp
cję genów Nia  [27], Stwierdzono, że akumulacja glu
taminy w liściach mutantów g luSA rab idopsis tha lia
na z uszkodzoną syntazą glutaminianową nie zm ie
nia istotnie poziomu transkryptu NR. Jest on podob
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ny lub nawet wyższy od poziomu N R -m R N A  w ko
mórkach odmian dzikich [27]. Jednakże egzogenna 
glutamina obniża pulę N R -m R N A , co zdaniem auto
rów jest wynikiem ham ującego w pływ u glutaminy 
na pobieranie azotanów [28] i w konsekwencji ob
niżonego endogennego poziom u azotanów.

presji genów M a  jest mniej klarowna. O ile biwiem 
etiolowane mutanty phA, jednego z genów ko
dujących fitochrom, nie akumulują na św ietb  tran- 
skryptu NR, to w przypadku zielonych siewjk po
ziom Nia mRNA w odmianach dzikich jest taci sam 
jak w mutantach phA  [37]. Świetlna stymulacja tran-

Światło

_ J _______

Funkcjonujące
aparaty

fotosyntetyczne

-► Fitochrom

Sacharoza

Azotany

Egzogenna
Glutam ina

Glutaminian

Obniżona
pula endogennych
azotanów

Podwyższona zawartość O,

Mo-Co
HEM
FAD

W

IP

N ieaktywna
NR

Światło 

Obniżona zawartość O,

Aktywna
NR

Ryc. 2. Regulacja aktywności reduktazy azotanowej przez różne czynniki na poziomic genetycznym i posttranslacyjnym. IP —  inhibitor białkowy rc- 
duktazy azotanowej, NR —  reduktaza azotanowa, Pj — fosforan nieorganiczny

Kolejnym ważnym czynnikiem regulującym eks
presję genów Nia  jes t światło [2, 7, 29, 30], Po 
umieszczeniu etiolowanych siewek lub roślin za
adoptowanych do ciemności na świetle wielokrotnie 
rośnie poziom NR-mRNA [31-33]. Po ponownym 
umieszczeniu roślin w ciemności poziom  transkryp- 
tu NR wyraźnie spada [32, 34]. Indukcja ekspresji 
genów Nia przez światło w ym aga obecności jonów  
N O 3' w środowisku, co sugeruje współdziałanie oby
dwu czynników w regulacji transkrypcji genów [2]. 
W świetlnej regulacji ekspresji genów  kodujących 
NR, w przypadku roślin etio low anych pośredniczy 
niewątpliwie fitochrom [33, 35, 36], Natomiast w 
zielonych roślinach rola fitochrom u w regulacji eks-

skrypcji genów Nia  wydaje się mieć dość złożony 
charakter i zależna jest od niektórych metabolitów 
produkowanych w procesie fotosyntezy. Wiele b a 
dań wskazuje, że pośredniczą w niej pierwotne pro
dukty fazy ciemnej fotosyntezy. W siewkach Nico- 
tiana plum baginifo lia  hodowanych w ciemności, 
glukoza, sacharoza i fruktoza wprowadzone do 
pożywki indukowały syntezę specyficznego 
NR-mRNA, białka NR oraz aktywność katalityczną 
enzymu [38], Również u A rabidopsis thaliana  
rosnących w ciemności akumulację NR-mRNA ob
serwowano tylko wtedy, jeśli do medium inkubacyj- 
nego wprowadzano cukry [31], a jego poziom był 
zbliżony do ilości transkryptu oznaczanego w siew
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kach hodowanych na świetle. Na podstawie pow yż
szych wyników stwierdzono, że światło indukuje 
ekspresję genów Nia  poprzez stymulację syntezy sa
charozy [31], Badania roślin transgenicznych po
twierdziły, że wpływ sacharozy na regulację NR od
bywa się na poziomie transkrypcyjnym [38], Nie jest 
to jedyna możliwa droga działania światła na ekspre
sję genów Nia. S twierdzono bowiem, że fotooksyda- 
cja chlorofilu bardzo gwałtownie hamuje indukcję 
reduktazy azotanowej na świetle [39]. Przypuszczal
nie więc w świetlną regulację transkrypcji genów 
Nia  zaangażowane sąp lastydy , czy raczej bliżej nie
określony czynnik powstający w tych organellach.

Ekspresja genów Nia  zależy także od fitohor- 
monów roślinnych [7], Powszechnie wiadomo, że fi- 
tohormony wpływają na regulację wielu genów, j e d 
nakże mechanizm ich działania nie jes t do końca w y 
jaśniony [40]. Badania nad regulacją NR dowiodły, 
że cytokininy w zm agają ekspresję genów NR w etio- 
lowanych liściach Hordeum , natomiast kwas abscy- 
synowy o b n iż a ją  [40], Wpływ cytokinin oraz ABA 
wymaga obecności światła, jednak  współdziałanie 
fitohormonów i światła w regulacji poziomu tran- 
skryptu NR jest nie wyjaśnione [40].

U wielu roślin wyższych zarówno poziom 
NR-mRNA, poziom białka enzymatycznego i aktyw
ność katalityczna NR podlegają cyklicznym rytmom 
dobowym [41-44], Najwyższy poziom NR-mRNA 
osiąga na początku fazy świetlnej. Akumulacja 
białka NR następuje z kilku godzinnym opóźnie
niem. Jednakże nie obserwuje się bezpośredniej ko
relacji między ilością syntetyzowanego białka, a po
ziomem aktywności reduktazy azotanowej. Cyklicz
ne zmiany poziomu transkryptu, białka enzymatycz
nego i aktywności reduktazy azotanowej utrzymują 
się po przeniesieniu roślin do ciemności lub ciągłego 
światła, dowodząc endogennego charakteru fluktu
acji [44], Dobowe oscylacje nie występują u mutan
tów nia ani cnx [45]. Fizjologiczne znaczenie dobo
wych rytmów nie jest jasne [7],

III-2. Posttranslacyjna regulacja aktywności NR

Regulacja aktywności reduktazy azotanowej na 
poziomie posttranslacyjnym polega na odwracal
nych bądź nieodwracalnych modyfikacjach struktu
ralnych białka enzymatycznego zmieniających ak
tywność katalityczną enzymu.

Jednym ze sposobów posttranslacyjnej regulacji 
aktywności enzymów, a także regulacji poziomu 
białek wewnątrzkomórkowych jest ich proteolitycz
na degradacja. Wiadomo, że duże białka podlegają 

; ograniczonej proteolizie in vivo w szczególnych m o

mentach cyklu komórkowego pod wpływem bodź
ców zarówno endo-, jak  i egzogennych. Ograniczona 
proteoliza prowadząca do aktywacji pewnych białek 
i dezaktywacji innych umożliwia regulację szeregu 
procesów fizjologicznych [46], Intensywność prote
olizy rozmaitych białek jest różna. Wynika to zarów 
no z odmiennej wrażliwości białek docelowych na 
określone proteazy, jak  i ze zmiennej aktywności en
zym ów proteolitycznych. Fakt ten warunkuje różni
ce w stabilności pomiędzy białkami w ew nątrzko
mórkowymi [46],

Reduktaza azotanowa jest enzymem bardzo nie
stabilnym, ulegającym  łatwej inaktywacji podczas 
ekstrakcji z tkanek różnych roślin. Spośród enzy
mów szlaku redukcji azotanów, NR wykazuje naj
większą wrażliwość na proteolizę, co objawia się 
najszybszą dezaktyw acją  enzymu [47, 48], Szerokie 
badania nad czynnikiem  inaktywującym NR in vitro 
prowadzone w ekstraktach z Zea mays [49-51 ], Ory- 
za sativa  [52], Spirodela polyrh iza  [48, 53] do
wiodły, że jes t  to białko dezaktywujące NR w proce
sie ograniczonej proteolizy. Doświadczenia z uży
ciem rozmaitych inhibitorów proteaz pozwoliły za
klasyfikować ten czynnik do szerokiej grupy endo- 
proteaz serynowych [48], Degradacja proteolityczna 
białka reduktazy azotanowej przez swoistą endopep- 
tydazę obserw ow ana in vitro wskazuje na znaczenie 
procesu w regulacji metabolizmu azotowego w rośli
nach.

Innym powszechnym  mechanizmem posttransla
cyjnej regulacji aktywności wielu enzymów jest o d 
wracalna fosforylacja białka. Liczne badania d o 
wiodły, że zm iany aktywności reduktazy azotano
wej, będące szybką, odwracalną reakcją na niektóre 
czynniki zewnętrzne wynikają z fosforylacji bądź 
defosforylacji białka enzymatycznego [54-57]. I tak, 
fosforylacja reduktazy azotanowej prowadzi osta
tecznie do inaktywacji enzymu, natomiast defosfory- 
lacja białka pow oduje zwiększenie jego aktywności. 
Szczegółowe badania dotyczące fosforylacji NR do
wiodły, że w obecności ATP kinaza białkowa, na
leżąca do szerokiej grupy kinaz serynowo-treonino- 
wych, katalizuje fosforylację trzech reszt seryno
wych białka NR [56], Szczególne znaczenie dla pro 
cesu regulacji aktywności enzymu ma seryna znaj
dująca się w pozycji 543, w rejonie H 1 łączącym do
meny zawierające cytochrom b i molibdenopterynę. 
[58, 59]. Do ufosforylowanej formy enzymu w obec
ności kationów dwuwartościowych (M g2+, C a2+) 
przyłącza się inhibitor białkowy (IP), który scharak
teryzowano i zaklasyfikowano do szerokiej rodziny 
białek 14-3-3 [60], Są to małe (25-32 kDa) kwaśne 
białka zaangażowane w przenoszenie sygnałów w
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komórce poprzez interakcje z innymi białkami [61]. 
Połączenie białka 14-3-3 z białkiem docelowym za
leżne jes t od specyficznej sekwencji am inokwaso
wej, w której centralne miejsce zajmuje ufosforylo- 
wana seryna [62]. Interakcje inhibitora białkowego 
(IP) z reduktazą azotanową m ogą powodować zm ia
ny konformacyjne w strukturze NR zaburzające 
przepływ elektronów z żelaza hemowego na molib- 
denopterynę, co w konsekwencji powoduje zaham o
wanie katalitycznych funkcji enzymu [58]. Dopiero 
w kompleksie z IP reduktaza azotanowa jes t całko
wicie nieaktywna. W badaniach nad rolą kationów 
dwuwartościowych w procesie dezaktywacji NR 
stwierdzono, że jony  Ca2+ niezbędne są praw dopo
dobnie do aktywacji kinazy białkowej [63]. Nato-

_2+kwaśnym (pH 6.5) przy braku Mg" , co sugeruje, ze 
protony mogą zastępować kationy dwuwartościowe 
w reakcji NR z białkiem inhibitora [67], Reaktywa
cja reduktazy azotanowej w pierwszym rzędzie w y
maga dysocjacji przyłączonego kowalencyjnie inhi
bitora oraz jonów  M g2+, a dopiero później defosfory- 
lacji reszt serynowych. Defosforylację enzymu kata
lizuje fosfataza należąca do fosfataz typu 1 lub 2A, o 
czym świadczą wyniki badań z użyciem specyficz
nych inhibitorów —  kwasu okadaikowego i mikro- 
cystyny LR [55, 68].

Opisany model posttranslacyjnej regulacji aktyw
ności reduktazy azotanowej (Ryc. 3) powstał na pod
stawie licznych prac wykonanych na NR po
chodzącej z zielonych tkanek roślin wyższych, ta-

światlo
wysokie

miast znaczenie jonów  M g2+ nie jes t do końca w yja
śnione. Wiadomo, że ich obecność sprzyja inaktywa- 
cji NR. Wcześniej uważano, że jony  M g2+ wiążą 
ufosforylowane reszty serynowe reduktazy um ożli
wiając asocjację z białkiem inhibitorowym i tworze
nie nieaktywnych kompleksów [64-66]. Ostatnie do
niesienia literaturowe sugerują, że M g2+ i inne katio
ny dwuwartościowe nie tworzą połączeń z NR, ale 
reagują bezpośrednio z białkiem 14-3-3 powodując 
zmiany konformacyjne w jego strukturze, które m a
nifestują się zwiększaniem powierzchni hydrofobo
wej. Umożliwia to połączenie inhibitora białkowego 
(IP) z ufosforylowaną reduktazą azotanową [67]. Po
dobne zmiany miały miejsce w środowisku lekko

Ryc. 3. Hipotetyczny przebieg 
posttranslacyjnej regu
lacji aktywności reduk
tazy azotanowej na dro
dze odwracalnej fosfo
rylacji białka enzyma
tycznego. NR —  re
duktaza azotanowa, IP 
—  inhibitor białkowy 
reduktazy azotanowej, 
Pj —  fosforan nieorga
niczny, Mo-Co —  ko- 
faktor molibdenowy, 
HEM —  żelazo hemo- 
we w postaci cyt b557, 
FAD —  dinukleotyd 
flawinoadeninowy

kich jak Spinacia oleracea  [55, 56], Brassica campe- 
stris [57], Pisum sativum  [69] i Zea mays [70]. E n
zym wyekstrahowany z naświetlanych liści tych ro 
ślin ulega szybkiej inaktywacji podczas inkubacji w 
obecności MgATP [54, 55]. Reaktywację enzymu 
obserwowano w obecności odpowiedniego stężenia 
AMP oraz EDTA chelatującego kationy dwuwarto
ściowe, głównie M g2+ [54, 68], a także w obecności 
nieorganicznych fosforanów (Pj) oraz KC1 [71]. R e
aktywacja NR przez te substancje mogłaby odbywać 
się poprzez dwie różne drogi: bezpośrednie od
działywanie aktywatorów z białkiem 14-3-3 lub też 
poprzez stymulację endogennych fosfataz białko
wych i defosforylację NR [72], Stwierdzono, że ak
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tywatory m ogą powodow ać rozrywanie kompleksów 
NR-IP. N iektóre sole nieorganiczne (P¡ i KC1) pow o
dują wzrost siły jonowej i zmiany konformacyjne 
białka 14-3-3, co może bezpośrednio wpływać na 
połączenie N R  z inhibitorem [72], Natomiast udział 
AMP w procesie reaktywacji reduktazy azotanowej 
jest niejasny [73]. Początkowo sugerowano, że AMP 
stanowi substrat w reakcji defosforylacji [54], ale nie 
zostało to potwierdzone w kolejnych badaniach [55, 
56]. Najnowsze doniesienia sugerują, że AMP łączy 
się bezpośrednio z białkiem 14-3-3, przez co wpływa 
na jego interakcje z białkiem N R  [72]. Nie wyklucza 
się również oddziaływań aktywatorów (AMP, Pi) z 
białkiem reduktazy azotanowej, których konsekwen
cją są zmiany konformacyjne i wzrost aktywności 
enzymu [71].

Posttranslacyjna, szybka modulacja NR w tkan
kach zielonych ściśle związana jes t  z warunkami 
świetlnymi oraz aktywnością fotosyntetyczną. Zm ia
na warunków świetlnych, jak  zaobserwowano, 
wywołuje gwałtowne zmiany aktywności reduktazy 
azotanowej w liściach. Przeniesienie roślin ze 
światła do ciemności już  po 20-30 min. powoduje ob
niżenie aktywności N R  w liściach Spinacia  do około 
85-50%. Ponowne naświetlenie roślin wywołuje 
równie gwałtowny wzrost aktywności [56]. Zastoso
wanie inhibitorów kinaz lub fosfataz znosiło efekty 
zmiennego oświetlenia. Analiza białka cytoplazma- 
tycznego NR w liściach wykazała, że na świetle w y
stępuje głównie forma defosfo-NR, która charaktery
zuje się wysoką aktywnością katalityczną. W ciem 
ności przeważa forma ufosforylowana enzymu o 
mniejszej aktywności i większej wrażliwości na ha
mujące działanie jonów  M g2+ [56]. M odyfikacje ak
tywności NR in vivo o podobnym charakterze obser
wowano także w wyniku zmian ilości C 0 2 w prze
strzeniach międzykomórkowych [68]. Gdy stężenie 
C 0 2 obniżało się aktywność NR również gwałtownie 
spadała, natomiast inkubacja tkanek w warunkach 
wysokiego stężenia C 0 2 powodowała reaktywację 
enzymu [74], Być może jes t to efekt wzajemnych za
leżności między redukcją azotanów a procesem 
asymilacji węgla.

Wiadomo, że reduktaza azotanowa znajduje się 
też w korzeniach i podobnie jak  liściowa NR podlega 
posttranslacyjnym modyfikacjom związanym ze 
zmianami warunków zewnętrznych np. warunków 
tlenowych [69, 75]. Fizjologiczna odpowiedź korze
niowej NR na czynniki zewnętrzne zachodzi praw 
dopodobnie na drodze odwracalnej fosforylacji 
białka enzymatycznego podobnie jak  w tkankach 
zielonych. Jest ona jednak  poznana w znacznie 
mniejszym stopniu.

Artykuł otrzymano 1 lipca 1999 r. 
Zaakceptowano do druku 2 listopada 1999 r.
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Wskazówki 
dla Autorów

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

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

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

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

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

Redakcja prosi Autorów  o przestrzeganie następujących 
wskazówek szczegółowych:

TEKST: prosimy o nadsyłanie dwóch egzemplarzy
wydruku oraz dyskietki z tekstem zapisanym jako *.doc w 
formacie IBM PC. W ydruk powinien być jednostronny (około 
30 wierszy na stronie i około 60 znaków w wierszu), z lewym 
marginesem około 4 cm. W  przypadku stosowania w tekście li
ter alfabetu greckiego prosimy o wpisanie ołówkiem na 
marginesie ich fonetycznego brzmienia.

Strona Informacyjna jest nienumerowana, zawiera 
imiona i nazwisko (a) Autora (ów), nazwy, adresy, telefony, 
adresy e-mail zakładów, w których pracują Autorzy, adres do

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

Strona 1 (tytułowa) zawiera imiona i nazwiska Autorów, 
tytuł pracy w języku polskim i angielskim, rzeczowy spis treści 
też w obu językach, tytuł naukowy każdego z Autorów i ich 
miejsce pracy z adresem pocztowym i adresem e-mail oraz 
wykaz stosowanych skrótów w porządku alfabetycznym.

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

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

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

2. B o s t o c k  C j, S u m m e r  A T (1978) The Euca- 
ryotic Chromosome, Elsevier, North-Holland, Amsterdam

3. N o r b e r t h  T, P i s c a t o r  M (1979) W : F r i-b 
e r g  L, N o r d b e r g  G F  V o n  VB (red) Handbook on the 
Toxicology of Metals. Elsevier, North-Holland, Amsterdam, str. 
541-553

4. D e l e j J ,  K e s t e r s  K (1975) W : F I o r k i n M, 
S t o t z EH (red) Cmprehensive Biochemistry t 295. Elsevier, 
North-Holland, Amsterdam, str. 1-7

5. F r a n k s N P, L i e b W  R (1981) W : K n i g h t 
C G (red) Research Monographs in Cell and Tissue Physio
logy, t. 7. Elsevier, North-Holland, Amsterdam, str. 243-272

ILUSTRACJE: ryciny powinny być zapisane na dyskietce 
jako: *.tif, lub *.cdr, lub *.psd, lub *.eps. Fotografie 
czarno-białe (kontrastowe) powinny być wykonane na 
papierze matowym. Istnieje możliwość wykonania reprodukcji 
barwnych, ale ich koszty ponoszą Autorzy. Na rycinach, nie 
należy umieszczać opisów słownych, lecz posługiwać się 
skrótami. Osie wykresów powinny być opatrzone napisem 
łatwo zrozumiałym. Decyzję o stopniu zmniejszenia ryciny 
podejmuje wydawca. Ilustracji nie należy włączać w tekst 
maszynopisu, lecz odpowiednio ponumerować: ryciny noszą 
cyfry arabskiej, wzory zaś rzymskie. Na marginesie tekstu 
należy zaznaczyć ołówkiem preferowane miejsce 
umieszczenia ryciny czy wzoru. Słowne objaśnienia znaków 
graficznych można umieścić w podpisie pod ryciną, 
rysunkowe zaś jedynie na planszy ryciny. Tytuły i objaśnienia 
rycin sporządza się w  postaci oddzielnego wykazu. Wydruki 
ilustracji należy na odwrocie podpisać imieniem i nazwiskiem 
pierwszego z Autorów i pierwszym słowem tytułu pracy oraz 
oznaczyć „góra-dół" (ołówkiem, na odwrocie). Ze względu 
na wewnętrzną spoistość artykułu wskazane jest 
konstruowanie oryginalnych rycin i zbiorczych tabel na 
podstawie danych z piśmiennictwa.

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

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

http://rcin.org.pl



POLSKIE TOWARZYSTWO BIOCHEMICZNE

Zaproszenie

Jeżeli chciałbyś/chciałabyś sie zapisać na listę e-m ailową P olskiego Tow arzystw a B iochem icznego  
wyślij e-mail na adres: iniOptbioch@nencki.gOV.pl. W polu „subject” umieść informację
„prOSZe O zapisanie” natomiast w tekście e-mailu umieść swoje nazwisko i imię (w takiej 
kolejności i bez polskich znaków diakrytycznych) oraz adres e-mailu. Wysyłając taki mail zgadzasz się 
na to aby na Twój adres e-m ailowy przychodziły informacje ZG, listy pojedynczych lub grup członków do 
ogółu członków, informacje z FEBS o zjazdach i kursach oraz materiały reklamowe. Lista będzie rozsyłać 
materiały kontrolowane przez moderatora, którym  będzie Dariusz Stępkowski, sekretarz Zarządu 
Głównego Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, tak więc nie będzie Ci grozić zalew śmieciowej 
poczty i zawirusowanych „attachm entów”. M am  nadzieję, że tą drogą poprawi się stan poinformowania 
naszych członków o różnych wydarzeniach naukowych, stypendiach, kursach i wreszcie o aktywności 
poszczególnych oddziałów naszego Towarzystwa. Być może również „Listy do biochem ików” 
redagowane przez p. Teresę W esołowską będą obok wersji drukowanej kolportowane przez naszą listę. 
Zapraszam także do odwiedzenia strony www naszego Towarzystwa WWW.ptbioch.edll.pl.

Dariusz Stępkowski

Sekretarz Zarządu Głównego 
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

http://rcin.org.pl
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Prenumerata P O S T Ę P Ó W  
B I O C H E M I I  rok 2000 
dla nie zrzeszonych w PTBioch 
dla członków PTBioch 
dla zakładów i bibliotek

Składka P.T.Bioch. 
za rok 2000 
studenci

40.00 zł
20.00 zł
70.00 zł

30.00 zł
10.00 zł
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