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I. Telomery i problem replikacji zakończeń  
chromosomów

1-1. Struktura telom erów

Telomery,  s tanowiące  zakończenia  c h r o m o s o ­
m ó w  eukar ion tów,  są  k om pleks am i  nuklcopro te in  
zbu d o w a n y m i  z kró tkich  ta n d e m o w y c h  powtór zeń  
D N A  i zwią za ny ch  z nimi  białek.  Taka st ruktura o d ­
różnia te lomery  od zakońc zeń  c h r o m o s o m ó w  p o ­
wsta łych  wsk u te k  ich pęknięcia .  Sekwe nc je  tand e­
m o w o  po w tó rz o n e g o  te l o m ero w cg o  D N A  w e w o lu ­
cyjnie od leg łych  euka r ion tach  w y k a z u ją  wysoki  s to­
pień homologi i  [1]. W z ó r  po w tó rz e ń  zawiera  z a z w y ­
czaj bo ga tą  w gua ni ny  sek we ncj ę  l i czącą  8-26 pz. 
Większość  te lo m e ro w c g o  D N A  ma  s trukturę dwuni -  
ciową,  j e d n a k ż e  ich zakończ en ia  3 ’ z a w ie ra ją je d n o -
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nic iowe odc inki  l iczące 12-16 nu k le o ty dó w  [2]. P o d ­
s ta w o w y  w zó r  powtó rzeń  te lo mc ro wcg o  D N A  
cz ł owi eka  ma  pos tać  5 ’- T T A G G G - 3 \  a ich l iczba 
jes t  w i ę k s z a  w  kom ór ka ch  rozrodczych  niż w k o m ó r ­
kach s om a ty czn ych ,  w k tórych  wynosi  1000-3000 
[ 3 ]. W p r a w id ło w y c h  d iplo ida lnych  ko mórkach  
c z łow ieka  zna jdu jących  się w fazie G 0 zakończenia  
t e lo m e ró w  za w ie ra ją  jc d n o n ic io w c  odc inki  sk ła da ­
jące  się z 45-2 00  guanin [4],

G ł ó w n y m i  po zna nym i  dotąd b iałkami  w c h o ­
dzącymi  w skład te lo m eró w  s ą T R F l  i TR F2  [1, 5], 
TRF1 b ie rze  udz ia ł  w tw orzeniu  tc lomerowcj  s t ruk­
tury dr ugorz ędow ej ,  mające j  znaczenie  dla regulacji  
d ługośc i  t e lomerów.  Pęknię te  c h ro m o so m y  m o g ą  
w y w o ł y w a ć  apop tozę  komórki ,  j e d n a k  ich na turalne  
zakończen ia  —  te lomcr y  —  nie w y w o łu ją  reakcji  
apopto tycznc j  dzięki  m ech an izm o w i ,  w k tórym bie ­
rze udzia ł  T R F 2 [6], Z TRF1 s towarzysz ona  jes t  tan-

1-2. Problem  replikacji końców  liniowych chrom o­
som ów

Rep l ik ac ja  l in i owego D N A  z je d n o n ic io w y m i  za ­
kończenia mi  3 ’ nie mo że  być  kom ple tna  jeżel i  j es t  
p ro w ad zo n a  przez  po l im era zę  D N A  w y m a g a ją c ą  
startera i matrycy.  G dy  do zako ńczen ia  jedno nic io-  
wego 3 ’ zos tan ie  pr zy łą czony star ter  R N A  dla sy nte ­
zy f r agm en tu  Okazaki ,  to po repl ikacj i  i usunięc iu  
startera jc d n o n i c i o w c  zako ńc ze n ie  3 ’ nici o p ó ź n io ­
nej zos tan ie  od tw o rzo n e  i nic nastąpi  utrata dwuni-  
c iowych  f r a g m e n tó w  D N A  (Ryc. 3). Jednakże  na 
końcu  nici p ro w adz ące j  po wsta n i e  zakończenie  dwu-  
n ic iowe,  k tórego  d ługość  o d pow ia da  długości  z a ­
kończenia  cząs teczki  rodziciel skiej ,  ale bez  jednoni -  
c io wcgo zako ń c z en ia  3 ’. W  nas tępne j  rundz ie  rep l i ­
kacji  po wstan i e  n i ew y p e łn io n y  obszar  od st rony  5 ’, 
p r o w adzący  do ut raty DNA.  W  kom ór ka ch  ssaków

B R

kyraza,  bia łko mające  w łaśc iwośc i  po l imerazy  D NA  
[7]. Geny zna jdujące  się w sąs iedz twie t e lom erów  są 
często u p a kow ane  w t rudno dos tępne  struktury,  co 
jest  p r zyczyną  cp i gcne ty czn cgo  ham o w an ia  ich t ran­
skrypcji ,  ok re ś l anego  j a k o  efekt  wyciszania  tclomc- 
rowego lub te lo m cro w cg o  efek tu  po zycy jne go  [8].

Zna jdujące  się w za kończ en ia ch  te lom erów  j c d ­
nonic iowc odc inki  boga te  w reszty gu aninowc m o g ą  
przybierać k on for m ac ję  cz tc ronic iowy ch prawo-  
skrę tnych helis ( G 4 - D N A )  (Ryc.  1A), zb udow any ch  
z powtar za jących  się czte rech  reszt  guani nowy ch  
leżących w jedne j  p łasz czyźnie  (kwar te tów  gu a n in o ­
wych)  [9], Każda  z guanin  jes t  z a rów no  donor em  jak  
i akceptorem wiązań  w o d o ro w y c h  Hoogs tccna  
(Ryc. IB).  Pr zyp us zcza  się, że kwar te ty  m o g ą  brać 
udział  w łączeniu  się s ios t rzanych  chrom atyd  w m i ­
tozie i tw orzeniu  par  hom o lo g ic zn y ch  ch r o m o s o ­
m ów  w mejoz ie ,  lecz nic zos ta ło to je szcze  po tw ie r ­
dzone  doświadc za ln ie  [10],

Ryc.  1. Cztcron iciowa struktura D N A  przyjm o­
wana przez jcd n on ic iow c  zakończenia  

telomerów. Pojedyncza bogata w  gu-  

aniny nić D N A  m oże  przyjm ować kon­
formacją czteroniciową (A),  poprzez  

tw orzenie  kwarte tów guaninowych (B).

utrata t e lo m c ro w c g o  D N A  zachodzi  p rz ypuszcza ln ie  
także na skutek  ak t yw noś c i  5 ’- > 3 ’ egzonukle azy  [4],

P roble m repl ikacj i  k o ń c ó w  l iniowych c h r o m o s o ­
m ó w  m oże  być ro z w ią z y w a n y  przez  m e c h a n iz m  z 
udz ia łem t e lomerazy ,  odwrotne j  t ranskryptazy,  która 
jest  n ieza leżna  od ma t ry cy  D N A  w nici rod z ic ie l ­
skiej. Zam ias t  t ego po dj edn os tk a  odwrotne j  t ran­
skryptazy  te lo m er az y  u ży w a f r agmentu  zawar tego  w 
niej RNA ja k o  m at ry c ę  dla syntezy  powtó rzeń  telo- 
m c r o w y c h  (Ryc. 2).

II. Telomeraza -  struktura i funkcje

U cz ło wie ka  a k ty w n a  te lo me ra za  jes t  zbu dow ana  
z co najmniej  t rzech  podjednos tek :  podjednostki  
RNA ,  hTR,  s tanowiące j  m at ryc ę  dla odwrotne j  t r an­
skryptazy,  po d jedno s tk i  katal i tycznej ,  hTERT, oraz 
b iałka  s to w a rz y sz o n e g o  z te lom erazą  h T E P l  
(Ryc. 2).
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Szc zegó łow a t ró jw y m ia ro w a  s truktura  t e lo m e ra ­
zy nie zos ta ła  je szcze  określona ,  l ecz wyn ik i  d o ty c h ­
czas p rzep ro w ad zo n y ch  badań  wskazują ,  że podczas  
wydłużania  te lo m eró w  po m ię d z y  s ta r te rem D N A  i 
ma t rycą  R N A  w rdzeniu  ko m p le k su  te lomerazy  
tw orzą  się wiąz an ia  typu Watsona -Cr ick a  [11-13].

II - l .  Podjednostka R N A

Podjednos tka  R N A  te lom erazy  cz łowieka ,  hTR,  
zawiera  obszar  m a t r y c o w y  obe jm uj ący  11 nukleo ty-  
dó w o sekwencj i  5 ’- C U A A C C C U A A C - 3 ’ k o m p l e ­
me ntarny  do po w tó rz e ń  te lo m e ro w y c h  (TTAGGG),,  
[14]. Gen  koduj ący  h T R  zna jduje  się w d łu ższ ym  r a ­
mieniu  ch r o m o s o m u  3. W  ob sza rze  pod le ga ją cym  
t ranskrypc ji  genu  /z77? z na jd u ją  się d ługie  odc inki  n a ­
s tępujących  po sobie  reszt  tym id yl ow ych ,  co razem z 
w raż l iw ośc ią  na  a - a m a n i t y n ę  p ozw a la  p r z y p u s z ­
czać, że h T R  m oże  być  t r ansk rypte m pol ime razy  
R N A  II. N a  końcu  3 ’ t ranskryptu  h T R  brak  jes t  o d ­
cinka  pol i adenylo wego .  Wła śc iw oś c i  te m o g ą  być 
konsekw encj ą  regulac j i  ekspresj i  genu hTR  przez 
kom pleks  t ransk rypcyjny  charak te rys tycz ny  dla p r o ­
m ot o ró w ge nów  m a łe go  j ą d r o w e g o  R N A  [15].

k o du ją cy m  obszar  m a t r y c o w y  h T R  w y w o ł u j ą  z a b u ­
rzenia f u nk c jo no w ani a  te lom erazy  -  zmiana  s e k w e n ­
cji z C U A A C C C U A  na C A A A C C C A A ,  p o w od u je  
syntezę  sekwencj i  (GGGTTT) , , ,  zamias t  (GGA- 
TTT)„ [14].

II-2. Podjednostka katalityczna

Bia łko  hTERT,  k tóre u cz łowiek a  zos ta ło n ieza le ­
żnie odkryte  przez  ki lka  ze sp oł ów  i ozna czane  c z a ­
sem ja k o  hT RT  [19], h E S T 2  [20] bądź  h T C S l  [21], 
j es t  p rzypusz cza ln ie  p o d je d n o s tk ą  ka t a l i tyczną  te lo­
merazy.  U  o rz ęsk ów  odkry to  także inne bia łka 
związane  z te lo m erazą  -  p80  [22], k tórego  homolog ,  
h T L P l  lub TE P1 ,  w ykr y to  u cz łow ieka  [23], oraz 
p59,  j e d n a k ż e  h T R  i h T E R T  w ys ta r cza ją  dla 
osiągnięc ia  ak tywnoś c i  t e lom erazy  in vitro  [24-26],

Cztery d o m e n y  b iałka  hTERT:  A -k ońcow a ,  za sa ­
dowa, do m en a  odwrotne j  t ra nskryptazy  (RT) i 
C- końcow a  w y k a z u j ą  hom o lo g ie  z odpowi ednim i  
do m e n a m i  p o d je dno s t ek  ka ta l i tycz nyc h  te lom erazy  
orzęska  E u p lo p es  a ed icu la tus  i d rożdży  S a cch a ro ­
m yces cerevisiae, z n a jw y ż s z y m  s top nie m p o d o b i e ­
ńs twa  w domen ie  RT [21].

Ryc. 2. Telomery i te lomeraza.  Z telomerami łączą  się dwa białka TRF1 i TRF2. Telomeraza, składająca się zpodjednostk i  katalitycznej, h T R E l ,  i pod- 

jednostki R N A , dokonuje  syntezy  powtórzeń te lom erow ych przy zastosowaniu  sekwencji  rdzeniowej R N A  jako matrycy.

Długość  doj rza łego t ranskryptu h T R  wynos i  około 
450 nukleo tydów.  Na to m ia s t  u or zę sk ów wynos i  
153-192 n u k le o ty dó w  [12], a u S a cch a ro m yces  ce- 
revisiae  1300 n u k le o ty dó w  [13], p rzy  ba rdzo  nisk im 
s topniu homologi i  sekwencyjne j .  P o m im o  braku  ho- 
mologi i  w d ługości  i s t rukturze p ie rwszorz ędowe j  
R N A  te lomerazy  różnych  ga tunków,  is tnieją pr ze s ­
łanki pozwala jące  na do szuk iw ani e  się podo bi eń s tw  
w strukturze drugo rzędowej  [16]. W  h T R  m o żn a  ro z ­
ważać istnienie dw óch do m en funkcjona lnych:  d o ­
me nę  3 ’ b io rącą  udz ia ł  w wiązaniu  subst ratu oraz d o ­
me nę  5 ’ pe łn i ącą  rolę ma t rycy  w procesie  w y d ł u ­
żania telomerów.

Gen kodujący  h T R  zna jduje  się w d łuż szym ra­
mieniu c h ro m o s o m u  3, w obszarze  3q21-q28  [17], a 
j e g o  obszar  p ro m o to ro w y  leży 231 pz w górę od 
mie jsca  startu t ranskrypc j i  [18]. Mutac je  w rejonie

Gen kodu jący  hTE RT  zna jduje  się w kró ts zym ra­
mieniu  ch r o m o s o m u  5, w obszarze  5p 15.33 [20] i z a ­
wiera  16 ckso nó w  i 15 in t ronów o be jm ują cyc h  o b ­
szar  około  35 kpz. Pr om ot or  h T E R T  j es t  boga ty w 
pary  GC,  na tomias t  nie wykr y to  w n im kaset  TATA i 
CA AT [27-28],  Mie jsce  inicjacj i  t ranskrypc ji  j es t  o d ­
ległe o 19 pz od p ie rwszego  nuk le o ty du  sekwencji  
c D N A  hTERT.  W prom oto rz e  m o ż n a  wyró żni ć  se ­
kwenc ję  rd z e n io w ą  (181 pz) z aw ie ra jąc ą  kase tę  E 
( C A C G T G ) ,  b ę dą cą  po te nc ja ln ym m ie js cem  w i ą z a ­
nia cz yn ni ków c-My c i S p l .  c -Myc  mo że  p o w o d o ­
wać  b e zpoś re dn ią  ak ty wac ję  t ranskrypc ji  h T E R T
[29], Właśc iw ośc i  te w s k a z u j ą  na śc i słą  kont rolę 
t r ansk rypcyjną  ekspresj i  genu hTERT.

Se k w cn c jo n o w an ie  k lo nó w  z bibl ioteki  c D N A  
pozwol i ło  na z identy f ikow an ie  szeregu  war ian tów 
sekwencj i  t ranskryptu  h T E R T  [21]. Obs za r  najwięk-
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szcj zm iennośc i  obe jmu je  d o m e n ę  odwrotne j  tran- 
skryptazy  i w m n ie j szy m  s topniu  obszar  C-końc owy,  
na tomias t  nie w ykr y to  w ar i an t ów  w obszarze A-koń- 
c o w y m  i dome n ie  za sadowej .  I stnienie wa r ian tów 
t ranskryptów h T E R T  wskazu je  na moż l iw ość  a l te r­
na ty wnego  sk ładania  je g o  m R N A  (Ryc.  4). Funkcja  
a l te rna tyw nyc h  t ranskrypt ów nie została  je szcze  p o ­
znana ,  j e d n a k  pozyc ja  mie jsc  składania  wskazuje ,  że 
wie le  z nich nie koduje  funkcjona lnej  odwrotnej  
t ranskryptazy.  W  k o ń c o w y m  odcinku  5 ’ m R N A  
h T E R T  zna jduje  się szereg  k o d o n ó w  C U G  zgodnych  
z sekw enc ją  na jwyższe j  zgodnośc i  Kozaka ;  w ob sza ­
rze tym może  leżeć mie jsce  inicjacj i  t ranslacj i  [21],

III. Telomerowa hipoteza starzenia się komó­
rek i ich nieśmiertelności

W  ka żdy m  podzia le  k o m ó r k o w y m  następuje  u t r a ­
ta te l omerowcg o D N A ,  której może  towarzyszyć  lub 
nic jego kompensac ja .  Proces ten jes t  na zyw any d y ­
n a m ik ą  te lomerów.  W  k o m órka ch  so ma tyc znych  
cz łowieka  dy nam ik a  te lo m eró w  ma charak te r  u j e m ­
ny —  w ciągu cyklu k o m ó r k o w e g o  więcej  t e lomero-  
wego D N A  ub yw a  niż u lega  syntez ie  [30], Ut ra ta  te- 
lom ero w ego  D N A  w ludzkich f ibroblas tach  wynosi  
77 pz /te lomer /cykl  komó rkowy.  U je m na  dy nam ik a  
moż e  s tanowić w yz n a c z n ik  zdolnośc i  prol i feracyj-  
nej ludzkich  k o m ó re k  somatycznych .  Po około 50 
podzia łach,  komór ki  w k r a c z a j ą  w fazę, w której s tają

Ryc.  3. Problem replikacji końców.  

Telomery zawierają jednoni-  

c io w e  zakończenia  3 ’ dla 

których brak jest matrycy w  

macierzystej cząsteczce
D N A  podczas  replikacji, w o ­
bec czeg o  brak będzie  takich 

zakończeń w  niciach pro­
w adzących  potomnych

cząsteczek  D N A .

się n iezdolne  do da lsz ych  podzia łów;  stan ten jes t  
u m o w n ie  n a z y w a n y  fa zą  kryzysu  [30 ,3 1] ,  Mode l  ten 
je s t  znany  ja k o  t e l o m e r o w a  h ipoteza  starzenia się k o ­
mór ek  i ich n ieśm ie r t e ln ośc i  ( T H A I ) 1. P o d s t a w o w y ­
mi spos t rzeżen iami  leżącymi  u po ds taw TH AI  są 
skracanie  się t e l o m e r ó w  wraz  z w ie k ie m  ludzkich 
kom ór ek  s o m a ty c z n y c h  oraz  ak tywac ja  te lomerazy  
w większośc i  ludzkich  k o m ó r e k  rakowych.  Po ja w ie ­
nie się t e lo m erazy  zdolne j  do wy pełn i an ia  swej fun k­
cji katal i tycznej  m o ż e  być  za tem rozważane  jak o  
krok  w drodze  k o m ó r e k  do n ieśmier te lnośc i  i ich 
zdolnośc i  do n o w o t w o r z e n i a  [32], Jednakże  w os ta t­
nich la tach poj awi ło  się szereg  wątpl iwośc i  d o ­
tyczących  TH AI.  W y n ik i  badań  na myszach  
ma jących  w y łą c z o n y  gen kodu jąc y  podjednos tkę  
R N A  te lom erazy  (m y sz y  m T R  A) wykaza ły ,  że u 
zwierzą t  tych  m o ż e  do chodzi ć  do rozwoju  n o w o t w o ­
rów, p o m i m o  braku  a k ty w nośc i  t e lomerazy  [33], 
Efekt  ten t ł u m a c z o n o  p o p rze z  n i eadekwatn ość  m y ­
szy ja k o  m o d e lu  p r o c e s ó w  s ta rzenia i n o w o tw o r z e ­
nia u ludzi oraz  p o p rz ez  is tnien ie  n i eza leżnego  od te ­
lomerazy  m e c h a n i z m u  w y d łu żan ia  te lom erów u m y ­
szy mTR^~.  Je d n ak że  na leży  brać także pod  uwagę ,  
że u m y sz y  mTR~~, w p o ró w n a n iu  z ich ró wi eśn i ka­
mi z p r a w id ło w o  f u n k c jo n u ją c y m  ge nem  hTR, na s t ę ­
powa ło  z naczne  p rzy sp ies zen ie  p ro cesó w starzenia 
wiążące  się z o s ł a b ie n i e m  uk ładu  odpornoś c iowego,  
m o g ą c y m  pr o w a d z ić  do ro zw o ju  nowotworów .  
W p r o w a d z e n ie  genu  ko d u ją ce g o  po dje dnos t kę  ka ta ­

P r o b lem  te lo m ero w ej  h ip o te z y  starzenia  s ię  k o m ó re k  zosta ł  p o r u s z o n y  w  artykule  w  nr 3 P o s tę p ó w  B io c h e m ii  z  1994  roku.
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l i tyczną  te lomerazy ,  hT E R T ,  do ludzkich komórek ,  
które nic w y k a z y w a ły  zdolnośc i  do podz ia łu  i były 
pozbawion e  te lomerazy ,  p o w o d o w a ł o  wyd łużen ie  
tc lomerów i p rzed łu żenia  okresu  ich życ ia  bez  zmian 
ka r io typowych cha ra k t e rys ty cz ny ch  dla un ie śm ie r ­
te lnionych komórek  n o w o t w o r o w y c h  [34], Należy  
zatem przyjąć,  że T H A I  w y z n a c z a  je dy ni e  ogólny 
obraz regulacj i  d ługości  t c lo m e r ó w  w kom ór ka ch  
człowieka,  j e d n a k  w  n iek tórych  l iniach ko mórek  
un ie śm ier te ln ionych  i k o m ó rk a c h  rak owyc h m o żl i ­
wa jes t  regulacja  d ługośc i  t c lo m er ów  pop rzez  m e ­
chanizmy n ieza leżne  od te lo m erazy  [35, 36],

W j e d n y m  z na jbardz ie j  spektaku larnych  d o ­
świadczeń os ta tnich lat w ią ż ą c y ch  te lome razę  z p r o ­
cesami  s tarzenia w y k az ano ,  że w p ro w ad zen ie  genu 
kodującego  b i a łkow y sk ładnik  te lo me ra zy  do pr a ­
wid łow ych ludzkich  k o m ó r e k  /'/? vitro  —  fibrobla-  
s tów i komórek  nabłonka  s ia tkówki  po osiągnięc iu  
przez nie l imitu Hayf l icka  —  p o w oduj e  wyd łuże nie  
ich tc lomer ów do d ługośc i  typow ej  dla mło dych  k o ­
m óre k  i że komórki  te o k a z u ją  także inne cechy c h a ­
rak terystyczne  dla m ło d y c h  ko m ó re k  —  nas tępuje 
ich „o dm ło d z e n ie ” [34, 37, 38]. Wyniki  tych d o ­
świadczeń nie tylko sugeru ją ,  że te l om eraza  może  
być i s totnym e le m en te m  procesu  s tarzen ia się k o m ó ­
rek, lecz także wskazu ją ,  że proces  ten m oż e  zostać 
przesunię ty do w cześn ie j s ze g o  punktu ,  powodują c  
wyd łużenie  okresu życ ia  ko m ór ek  nic zwią zan eg o  z

racje te nic do ty czą  pu nkt u  kont ro ln ego  G] za leżnego  
od bia łka p53,  co s t w ie rdz ono przez  fu nk c jona l ną  in- 
ak tywac ję  bia łka  p53  w reakcj i  na p ro m ie n io w a n ie  i 
indukcję  p 2 1 (W a f  1 /Cip  1 /Sdi  1) [41 ].

IV. Alternatywny mechanizm wydłużania te- 
lomerów

Telomeraza  mo że  mieć  k lu czowe  zna czenie  dla 
wyjśc ia  ko mó re k  z fazy po ru szanego  w pop rzedn im  
podrozdz ia le  kryzysu ,  gdyż  t ransfekc ja  k o m ó re k  g e ­
nem h T E R T  p o w o d u je  ich prze jśc ie przez  kryzys  
[42], Jednak  w y dł użani e  tc l om eró w m oż e  zachodzić  
w liniach k o m ó r k o w y c h  nic w y k azu jący ch  ak t y w n o ­
ści t e lomerazy,  po prze jśc iu  kryzysu  i u n i e śm ie r te l ­
nien iu  in vitro [43]. M o ż n a  za tem roz waż ać  a l te rna­
tyw ny m e c h a n iz m  w y dł użan ia  tc lo m er ó w  (ALT),  
k tórego  dz ia łan ie  je s t  n ieza leżne  od te lom erazy  [35, 
43]. U drożdży  p o z b a w io n y c h  genu podjednos tk i  k a ­
tal i tycznej  obse rwu je  się śmierć w iększośc i  k o m ó ­
rek, j e d n a k  część z n ich z acho w uj e  zdoln ość  do da l ­
szego rozwoju  po przez  cyrku lar yzac j ę  c h r o m o s o ­
m ó w  albo u t rzym an ie  tc lo m erów  poprzez  r e k o m b i ­
nację  [44], Pomim o,  że nie m o ż n a  zak ładać,  że we 
wszys tk ich  un ieś mie r te ln i ony ch  kom ó rk a c h  w y k a ­
zu jących  brak  ak ty w nośc i  t e lomerazy  m a  mie jsce  
jed n a k o w y  ALT, to j e d n a k  jes t  ba rdzo  p r a w d o p o d o b ­
ne, że ALT u cz łow ieka  obe jm u je  re k o m b in ac ję  i rc-

Hyc. 4. Schemat m R N A  podjednostki katalitycznej  te lomerazy,  hTERT. Przedstawiono odcinek p o m ięd zy  zasadami 1500 i 3000 .  I i 2 są obszarami  

specyf icznym i dla te lomerazy, natomiast d om en y  A -D  występują  w  odwrotnych transkryptazach. a  i p oznaczają  mie jsca alternatywnego  

składania. Składanie w  mie jscu a  daje 36 zasad ową delecję  w  obszarze w ystęp ującym  w  odwrotnych transkryptazach A, składanie  w miejscu  

P daje 182 zasad ową delecję  pow odu jącą  mutację n on sensow ną przynoszącą z akończen ie  białka przed obszarem B charakterystycznym dla 

odwrotnych transkryptaz.

ich t rans fo rma cją  n o w o t w o r o w ą  [39, 40].  Moż l iwe  
konsekwencje  tych badań  po b u d z a j ą  wyobraźnię ,  ale 
radykalne  s fo rm uło wani e  w n i o s k ó w  i okreś lenia m o ­
żl iwości  w p ły w an ia  na cykl  życ iow y or ga ni zm ów 
przez m a ni pu lo w an ie  te lo m e ra z ą  w y m a g a  da lszych 
badań.  Wiadomo,  że w y d łu żen ie  okresu  zdolności  
repl ikacyjncj  ko m ór ek  m oże  nas tąp ić  na skutek  inak- 
tywacj i  bia łka  p53 związane j  z u t ra tą  s tabi lności  ge- 
nomowej .  Wydłu żenie  okresu  życia  f ib roblas tów 
w y m u szo n e  przez  te lo m era zę  p o w odu je  zaburzenia  
stabi lności  gen o m u  u j aw ni a j ące  się w postac i  p rze j ś ­
c iowych aberracj i  ch r o m o s o m a ln y c h ,  jednakże  aber-

t ro t ranspozyc ję  [45, 46].  ALT ma mie js ce  także w 
ko m órka ch  linii raków oraz  ko m ó rk a c h  p o ­
chodz ących  z g u z ó w  z łoś l iwych  [36], Wszys tk ie  
zbadane  do tej pory  komórki  un ie śm ie r t e ln ion ych  li­
nii oraz kom órki  ra ko w e  w y k a z u j ą  albo ak tywność  
te lom erazy  albo ALT [36]. H y b ry d y  ko m ó rek  un ie ­
śm ie r te ln ionych  z k o m ó rk a m i  t racącymi  po p e w nym  
czasie zdolność  do podziałów,  z a c h o w u ją  się tak ja k  
te drugie,  co wskazuje ,  że fenotyp  pr a w id ło w y c h  k o ­
mórek  z zan ik iem zdolnośc i  do po dz ia łó w  dominuje  
nad f enotypem  ko m ó rek  uni eś mi er te ln i ony ch  i że w 
tych ostatnich  mogł a  nas tąpić utrata,  muta c j a  lub in-
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ak tyw ac ja  genu  lub genów związ anych  z un ie śm ie r ­
te ln ien iem [47], Hip otezą  tą po t wie rdza  p rz y w ró c e ­
nie śmier te lnośc i  un ie śm ie r t e ln io nym kom órko m  
przez w p ro w ad zen ie  do nich  p raw id ło w y ch  c h r o m o ­
s o m ó w  cz łowieka  [48], G eny  związane  z zan ik iem 
zdolności  do po dz ia łó w  k o m ó rk o w y c h  zos tały p rz y ­
p isane do 10 różnych  loci  [ 4 9 j. Sugeru je sią, że w 
u ni eśmi er te l n ionych  kom ór kach  wyka zuj ących  brak 
ak tywnośc i  t e lom erazy  istnieje gen lub geny,  które 
dz ia ła ją  jako  represory  te lomerazy  i b iorą  udział  w 
u t rzym an iu  d ługośc i  t e lo m crów  [50].

Z a o b s e rw o w a n o ,  że linie un ieśmier te ln io nych  k o ­
m ó re k  w y k azuj ących  brak te lomerazy  zawierały,  z a ­
równo w jąd rz e  j a k  i cy toplazmie ,  nie związany  z 
c h ro m o so m a m i  D N A  hybr ydy zu jący  z p ow tó rzen ia ­
mi tc lom crow ym i  T T A G G G  [51]. Z a te m  można  r o z ­
ważać  m e c h a n iz m  po zwa la jący  na u t rzymanie  
d ługości  t c lomerów,  w k tórym nas tępuje  uwaln ian ie  
f ragm en tów te l om crow ych.  Pojawianie  sią telome-  
rowego  D N A  było  związane  z u tratą funkcj i  białka 
p53 w badanych  komórkach .

Lepsze z roz um ien ie  i s fo rm uło w an ie  T HA I może  
pom óc  w zna lez ien iu  narządzi  do regulacj i  d ługośc i 
t c lome rów w k o m ór kac h  człowieka .  Dla os iągnięc ia  
tego celu znaczenie  mo że  mieć c h r o m o s o m o w a  spe ­
cyf iczność  d ługośc i  t c lo me ró w -  k ró tsze  ram ię  ch ro ­
m o s o m u  17 ma krótki  t c lom cr  i za p ro ponow ano ,  że 
właśn ie jeg o  d ługość,  a nic ś rednia  d ługość  charak te ­
rys tyczna  dla kariotypu,  mo że  d e t e rmi nowa ć  w s k a ­
zania „zegara m i t o ty c z n c g o ” [52], G łó w n y  gen su- 
p re sorowy t ransformacj i  no w otw oro w e j ,  p53,  zn a j ­
duje się właśnie  w 1 7p, co s twarza m oż l iw ość  h a m o ­
wania  no wot wor zeni a  przez tc lomcr  17p.

V. Rola telomerazy w transformacji nowo­
tworowej

Aktywność  te lom erazy  s twierdza  się w w ię k s z o ­
ści p ierwotnych  rakó w i l iniach ko mó re k  rakowych 
człowieka . W raku sutka i płuc ak tywność  te lo m era ­
zy może być w y k r y w a n a  w bardzo  w c z e s n y m  s ta ­
dium -  nawet  w zm ia na ch  prz ed ra ko w yc h o b s e r w o ­
wanych  u ak tua lnych  i byłych  pa laczy  tyton iu [53],

Gen p 5 3  i k od ow ane  przez  n iego białko u lega ją  
zmianom  w wie lu  n o w o tw o r a c h  z łoś l iwych.  Inakty-  
w a c j a p53  i innego genu  s u p r e s o r o w e g o ,p R B ,  p o w o ­
duje wydłużenie  życ ia  komórek ,  lecz zazwycza j  nie 
prowadzi  do ich un ieśmie r t e ln ie n ia  [54]. W p rze dł u ­
żonym okresie nas tępuje  dalsze skracanie  tc lomerów 
aż do osiągnięcia  fazy kryzysu.  Nie l iczne  komórki ,  
które prze t rwały kryzys  są un ieśmier te ln ione .  K o ń ­
cowemu zróż n ic ow ani u  ko m ó re k  soma tycznych  
oraz zakończeniu  cyklu  k o m ó r k o w e g o  tow arzyszy

zm ni e j szen ie  ak tywnoś c i  t e lo me ra zy  [55], Związek  
taki w y k a z a n o  dla sz laku  z w ią zane go  z b ia łkiem 
pRB  w raku  sutka  [56], Bada jąc  prepara ty  p o ­
chodzące  ze z łoś l iw ych  gu zó w  sutka s twierdzono 
również,  że guzy  z p o d w y ż s z o n y m  poz io m e m  a k ­
tywnośc i  t e lo m erazy  w y k a z y w a ły  aku mu lac ję  białka 
p53,  co m o ż e  być zw iąz ane  z w y ż s z y m  te m pe m  p r o ­
l iferacji  k o m ó r e k  takich  gu zó w  [57]. Pewne zask o ­
czenie  m o ż e  s t anowić  fakt,  że obecność  mutac ji  w 
g e n i e p 5 3  nie była  zwią zana  z p o z io m e m  aktywności  
t e lomerazy ,  j e d n a k ż e  dla os t a tecznego  s for m ułow a­
nia braku tego zw ią z k u  n i ezbęd ne  są dalsze badania.  
Wyn ik i  d o ty c h c z a s o w y c h  do św ia dczeń  wskazują ,  że 
ak tywac ja  te lo m era zy  w raku  j e s t  pop rzedzona  inak- 
tyw ac ją  g e n ó w  su p re sor ow ych,  p rzy  czym zasad ni ­
cze zna czenie  m a  tutaj p 5 3 , na tomias t  rola p R B  j es t  
mnie j sza  [58]. Je dn akż e  c y to w ane  wcześn ie j  rezu l ta­
ty zd a ją  się suge row ać  co innego.  W  raku sutka,  tak 
j a k  i w innych  n o w o tw o r a c h  z łoś l iwych ,  zaburzenia  
cyklu  k o m ó r k o w e g o  są p o w s z e c h n e  i p r a w d o p o d o b ­
nie n i ezbędne  dla ich progres ji .  Z m ia ny  procesów 
z w iązanych  z p53 i pRB  m o żn a  pow iązać  z a k ty w n o ­
ścią te lo m era zy  [56],  wo bec  czego  należy brać pod 
uwagę  także  sz lak ak tywacj i  t e lomerazy  nie 
z wiązany  z d ł u g o śc ią  tc lomerów,  lecz z zaburzeniem 
ekspres j i  g e n ó w  s up re so row ych  lub/i ich produktów.

Białko Bcl-2,  m ające  znaczen ie  w regulacj i  apop- 
tozy, może  m o d u lo w a ć  ak ty w n o ść  te lomerazy  [59]. 
W p r o w a d z e n ie  do ko m ó rek  ra kow ych o l igonuklco-  
tydu T T A G G G  p o w o d u ją c e g o  ha m o w a n ie  ak ty w n o ­
ści t e lomerazy  w y w o ły w a ło  zwiększenie  tempa apo- 
ptozy induk owanej  p rzez  szereg zw ią zkó w  [60], Te­
lomeraza  m o ż e  h a m o w a ć  kask adę  sygnałów  apopto-  
tycznych  i p ro wad zić  w ten sposób  do uni eśmier te l ­
nienia k o m ó r e k  i p romocj i  nowotworów.

Jak w s p o m i n a n o  w regulac j i  ekspresj i  genu 
h T E R T  mo że  brać udz ia ł  czynnik  t ranskrypcyjny 
c -Myc,  k o d o w a n y  przez  p ro to on kogen  M YC.  W i s to­
cie przy łą czen ie  c -Myc do genu h T R T  powoduje  
t r an sfor ma cję  n o w o t w o r o w ą  f ibroblas tów i co w i ę ­
cej, nie może  on być w tym proces ie  zas tąpiony  przez 
żaden  z innych zna nych  czy n n ik ó w  [61]. Z asad n i ­
czym  kro k ie m  w po w st aw an iu  funkc jona lnego  k o m ­
pleksu  te lo m erazy  i u t r zym ani u  je g o  ak tywnośc i  w 
raku sutka m o ż e  być fosforylac ja  hTERT  i h T E P l  
przez  k inazę b ia łk o w y  C [62],

W  p r a w id ło w y c h  k o m ó rk a c h  so ma tyc znych  te lo­
m eraza  m oże  podl egać  supresj i ,  na tomias t  w k o m ó r ­
kach n o w o t w o r o w y c h  ulegać  aktywacj i .  Aktywacja  
te lo mer azy  p o w o d u je  n aby w an ie  fenotypu  z łoś l iwe­
g o —  te lo meraza  k om ór ek  raka sutka  jes t  e fek tywnie  
h a m o w a n a  p rzez  gen lub geny  zna jdujące  się w 
3 p l 2 - p 2 2  [63],
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VI. Telomeraza jako marker nowotworów

V I-1. Znaczenie diagnostyczne

Wyniki  szeregu badań  w sk az u ją  na te lome razę  
ja k o  najbardziej  specy f iczny  ma rker  chorób  n o w o ­
tw orow ych  zn any  do tej pory —  w j e d n y m  z nich ak ­
ty wność  te lome razy  s twierdzono w 758 z 895 (85%)  
g uzów  z łoś l iwych ,  l ecz nie s twierdzono w  żadnej  z 
70 próbek  p ra w id ło w y c h  tkanek  so m at ycz ny ch  [64]. 
Wszys tk ie  badane  dotąd l inie ko m ó rek  rozrodczych  
w y kazu ją  ak ty wno ść  te lomerazy ,  a s łaba ak tywność  
może  być w y k r y w a n a  w l im focytach  krwi  o b w o d o ­
wej (Tabela 1). Po s tymulac j i  p r aw id ło w yc h l imfo­
cy tów T m i t o g e n e m  akty wnoś ć  te lom erazy  wzras ta
10-1000-krotn ie  [65], A k tyw ność  taka m oż e  być 
prz ycz yn ą  zaw y żo n eg o  w yn ik u  po m ia ru  ak tywnośc i  
te lomerazy  w guzach ,  w k tórych  wys tępuj e  duża  
i lość inf i l t rujących l im fo cyt ów  [66]. Obe cn oś ć  ta ­

kich l imfocytów m o ż e  być p r z y c z y n ą  ak tywnośc i  t e ­
lomerazy w niewielkiej  (około  6%) ilości p róbek  
ogran icza jących  guz  i nie cha rak t e ryzu jąc ych  się 
w ys t ępow an ie m  zmian  h is to pa to logicznych  [67], 
Za te m  w yk ry w a ln a  ak tywnośc i  t e lomerazy  może  
być w yz naczn ik iem  zakresu  ra dyk alneg o  zab iegu  
chi rurg icznego.  Duż e  znaczenie  m oże  mieć  w y k r y ­
cie ak tywnośc i  w 14% zmian  łago dnych  i s tanów 
przcdrakowych.  S twie rdzenie  ak tyw noś c i  en zy m u  w 
tych próbkach  mo że  być ś w ia dec tw em  błędnego  
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przyp isan ia  im charak te ru  łagodneg o  przy  użyc iu 
t radycyjnie  s to sowany ch  metod .  Te lo m e ra za  może  
za tem być ma rk e re m  bardzo  w czesnych  zmian  n o ­
w o tw or ow ych .  W  niek tóryc h  p rz y p a d k a c h  a k ty w ­
ność te lom erazy  s twierdzono w mater ia le  znacznie  
łatwiej  do s tę p n y m  niż próbki  guza,  np. w  p łynie  p o ­
c h odzą cym  z p rzem yc ia  pę che rza  m o c z o w e g o  przy 
raku tego narządu ,  p lwocin ie  przy  raku  płuc,  g łowy i 
szyi, czy krwi  przy  przerzu tach  raka  su tka i gruczołu 
k r ok ow ego [68]. A kt yw noś ć  te lomerazy  w y k ry w a n a  
w tych p łynach  pochodz i ła  z p e w n o ś c i ą  z k om ór ek  
n o w o t w o r o w y c h  z łu szczon ych  z guza,  jej  obecność  
mo że  więc pośrednio  świa dcz yć  o ak ty wno śc i  n o w o ­
tworu.

VI-2. Znaczenie prognostyczne

W yso ka  ak tywność  te lom erazy  w  guz ach  żo łądka  
[68], j e l i t a  g rubego  [69] i ne rw iak u  [70] jes t  w y ­

znac zn ik i em n iekor zys tne go  roko wania ,  podczas  
gdy  u pac jen tów, u k tórych  nie w y k ry w a  się a k ty w ­
ności  t e lom erazy  mo że  n as t ęp ow ać  spo ntan iczna  re ­
gresja choroby  [70], R ów ni eż  w raku sutka  istnieje 
kore lac ja p o m ię d z y  szereg iem w sk a ź n ik ó w  p r o g n o ­
s tycznych  i p o z i o m e m  ak tywnośc i  t e lom erazy  [71]. 
Podje dnos t ka  R N A  m o ż e  być także r o zw ażan a  jako  
m ark e r  p r og nos ty czny  ne rw ia ka  n iedoj rza łego  [72], 
War tość te lom erazy  j a k o  ma rk er a  m oż e  być szcze­
gólnie prz yd a tn a  w rakach,  w k tórych  is tn ie ją ściśle
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Tabela 1.

Aktyw n ość  telomerazy w  komórkach now o tw o ro w y c h  i prawidłowych"

R odzaj  n o w o t w o r u 1.
Z m ia n y  o c h a r a k te r ze  ła g o d n y m  i s tan y  

p r z e d r a k o w e 1’
K o m ó r k i  p r a w id ło w e 1’

Rak sutka (117 /125) Polipy jelita grubego (0 /20) Komórki rozrodcze (4 /4 )

Rak żołądka (72/85) Gruczolaki jel ita grubego (0/1) Tkanki som atyczne  (0 /70)

Rak jelita grubego (53 /56 ) Gruczolaki żołądka (1 /2 ) L im focyty  krwi obw odow ej  ( 0 - 5 5 /1 24 )c

Nerwiak niedojrzały (99 /105 ) Zapalenie wątroby (19 /38 )

Rak m ózgu (42/59) Włókniakogruczolak piersi (2 /3 )

Rak jajników (7/7) Metaplazja je l i towa (1 /13)

Rak płuc (120 /147 ) Różne nieprawid łowości sutka (0/6 )

Rak dróg m o c z o w y ch  (18 /20 ) Marskość wątroby (6 /8 )

Raki krwi (78/111) Nerwiak zw o jo w y  (0 /4 )

Rak wątroby (28/33) Oponiak łagodny (4 /27)

Rak nerek (40/55) Mięśniak gładki (0 /103)

'K om pilacja  dan ych  z [64]  i [67]; b( 1 iczba  p rzyp ad k ów ,  w  których w y k r y to  a k t y w n o ś ć  te lo m e r a z y / l i c z b a  z b a d a n y ch  p r z y p a d k ó w )  cw  z a le ż n o ­
ści  od  l ic z b y  bad an ych  l im f o c y t ó w
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okreś lone  opc je  p o s tę po w an ia  k l inicznego  w za l e ­
żnośc i  od  agresywnośc i  choroby,  na przykład  mo że  
być s i l ny m m a rk e re m  p rog no s t ycz ny m  raka  sutka  u 
pac jen t ek  bez  za ję tych  w ę z łó w  chłonnych ,  de te rm i­
nując zas to so wan ie  lub odstąp ien ie  od chemoterapi i  
ad juwan towej .

W  uzupe łn i en iu  za s tosow an ia  te lomerazy  do p ro ­
gno z o w a n ia  przebiegu  chor oby  no wotw orow ej  może  
ona być  także s to sowana  do określania  efektywnośc i  
terapii  p r zec iw rak ow ej  w oparc iu  o kore lac ję  p o m i ę ­
dzy e ksp re s j ą  te lomerazy  i un ie śmier te ln ien iem k o ­
mó re k  oraz  ich s tad ium  zróżnicowania .

VII. Telomeraza w terapii przeciwnowotwo- 
rowej

Ba da n ie  inh ib i torów te lomerazy  m oże  s twarzać 
szansę na  ich w ykorzys ta n ie  kl iniczne.  Skracanie  te ­
l o m e ró w  mo że  s tanowić  za sa dn ic zą  część procesu  
s tarzen ia się k o m ó re k  i j e s t  o b se rw o w an e  za równo iri 
vivo  j a k  i w p i e rw ot nyc h  kul turach k o m ó rk o w y c h  [3, 
72], Po pewnej  l iczbie po dz ia łó w  k o m órko w yc h,  k o ­
mórki  kul tur  w k tórych  nie następuje  ekspresja  te lo­
m erazy  zos ta ją  w s t rz ym ane  w fazie G|  i t racą  zd ol ­
ność do da lszych podzia łów.  K om órki  po t ransfekcj i  
n ie k tór ymi  onk og ena m i  w i ru so w y m i  są zdolne  do 
około  20 da lszych  podziałów,  po k tórych  w c h o d z ą  w 
fazę kryzysu ,  ko ń c z ą c ą  się śmierc ią  większośc i  z 
nich. Jed nak że  mała  część  komór ek  może  przet rwać  
kryzys  i dać poc zą tek  linii ko mó re k  unie śmi er te l n io­
nych,  k tórych  wzros t  p rowadz i  do rozwoju  guza. P o ­
n ieważ  j e d n a k  w k o m ór kach  rak owych  te lomery  nie 
są  znacząco  d łuższe  od te lo m erów  ko m ór ek  w fazie 
kryzysu,  pot rzeba  h a m o w a n ia  ak tywnośc i  t e lo m era ­
zy m oż e  być w y m a g a n a  je dyn ie  przez kilka p o ­
działów. Z a te m inhibi tory  te lome razy  m o g ą  być na j ­
bardziej  p rzydatne  w terapii  ad juwan towej  i l eczeniu 
s tanów p rzc dr ako w yc h oraz w n iek tórych  typach  
bia łaczek,  w k tórych  prze jśc ie  choroby  w fazę os t rą  
jes t  związane  z zy sk an ie m  ak tywnośc i  t e lomerazy
[73], P odawan ie  inh ib i torów w łagodnej fazie ch o ro ­
by m oże  zapobiegać  p o w s ta w a n iu  k lo nów ko mó re k  
w p ły w a ją cych  na ag re sy w n y  przebieg  choroby.

VII-1. Inhibitory odwrotnej transkryptazy

Telomeraza  charak te ryzuje  się szereg iem n ie spo ­
tykanych  u innych e n z y m ó w  cech.  Zawiera  ona  
cząs teczkę  R N A  i fun kc jonuje  ja k o  pol imera za  DN A  
za leżna od RN A —  o dw ro tn a  t ranskryptaza  [75]. C e ­
chy te m o g ą  zostać w y korzys t ane  w pro jek to waniu  
leków, k tórych  ce lem będz ie  te lomeraza.  Inhibi tory 
odwrotne j  t r anskryptazy  z ludzkiego  wirusa  HIV h a ­

mu ją  ak ty wn ość  te lome ra zy  i m o g ą  s tanowić  pro to­
typ tego  typu  leków  [76, 77]. Ak ty wno ść  enzymu  
może  być  h a m o w a n a  przez  a m id ow e  pochodne  a n ­
t racenu  [78], H o lo e n z y m  te lomer azy  zawiera  także 
podje dno s tk ę  regulacyjną ,  która m oż e  s tanowić p o ­
tenc ja lny  cel w roz wo ju  inh ibi torów [23, 79, 80], A k ­
tywność  te lome ra zy  w ko m ó rk a c h  guzów sutka 
może  być h a m o w a n a  przez  fosfatazę b i a łkow ą 2A, 
co s twarza  m o ż l iw o ść  re gul ow ani a  aktywności  t e lo­
me razy  przez  fos fory lac ję  jej  podjednos tk i  b ia łko­
wej [81],

VII-2. Z w iązki stabilizujące czteroniciową struktu­
rę te lom erów

O be cn ość  j e d n o n i c i o w y c h  bogatych  w guaniny 
zakończeń  3 ’ te lo m eró w  sprzyja prz y jm ow ani u  
przez nie różnor ak ich  konforma cj i  cz teroniciowych.  
Jednakże  o p ty m a ln ą  k o n fo rm a c ją  subst ratu te lo m e­
razy jes t  p ros to l i n iow a s t ruktura je d n o n ic io w a  z d o ­
stępnymi  w szys t k im i  g rupami  funkc jona lnymi  dla 
wiązania  mat rycy .  Stabi l izac ja s t ruk tury czteronicio-  
wej w  te lo me ra ch  m o ż e  u n iemo żl i w iać  wiązanie  te ­
lomerazy  lub h a m o w a ć  jej  ak tywność ;  wyznacza  to 
now e per sp ek ty w y  dla ro zwo ju  leków przec iwnowo-  
tworowych.

Szc zegó lna  konf igur ac ja  cz te ron ic iow ych  s t ruk­
tur t e lo m e ro w y c h  (Ryc.  1) —  z cz te rema rowkami  
n i e j ednakowej  szerokośc i ,  oddz ia łu jących  ze sobą  
e lek t ros ta tycznie  —  m o ż e  być  rozpo zna wana  przez 
n iewielkie  l igandy,  które m o g ą  się wiązać  w rowkach  
lub in t e rka lować  w sposób  pod o b n y  do intcrkalato-  
rów t ró jn ic i owego  D N A  [82], Z identy f ikowa no sze ­
reg związków ,  w tym por fi ryny,  an trach inony oraz 
pochod ne  pcry lenu ,  które m o g ą  roz pozna wać  cz te ro­
n ic i ową s truk turę  t e lo m e ró w  i h a m o w a ć  ak tywność  
te lomerazy  in vitro [83], Jednakże  żaden z tych 
zwi ązków nie je s t  in te rka la torem s truktury czterom- 
ciowej.  W  obecnośc i  p ocho dnych  p iperydyny,  s t ruk­
tura rdzenia  formy cz te ronic iowej  pozostaje n i e ­
zmieniona ,  p o n ie w a ż  związki  te nie interka lują  lecz 
przy lega ją  do p ła szczyz ny  wyz naczonej  przez  skra j ­
ny kwar te t  guan inow y,  co mo że  prow adzi ć  do ze sp o ­
lenia dw ó ch  s t ruktur  cz te ron ic iow ych .  Większość  in- 
t e rka la torów pod wójn e j  he l i sy  D N A ,  w tym bromek 
e tydyny i p rof lawina ,  s łabo in te rkalu je  struktury 
cz te ronic iowe [84], na tomia s t  specyficzne dla s t ruk­
tur cz t e ron ic iow ych  m o g ą  być barwniki  karbocyjani -  
nowe [84], Sp ecyf iczno ść  jes t  j e d n ą  z na jw ażnie j ­
szych cech,  k tóre  pow in n y  cha rak t e ryzowa ć  związki  
mające  za cel s tab il izację  s t ruktur  cz te roniciowych,  
gdyż  sub s tanc je  te m u s z ą  się z n imi  wiązać  po mi mo  
zde cydow anej  p r zewag i  dw u n ic io w e g o  D N A  w ich
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otoczeniu.  Po chodn e  por f i ryny  w y k a z u j ą  d w u k ro t ­
nie większe  p o w in o w a c tw o  do s truk tur cz te ronicio-  
wych  niż do dw u n ic io w y ch  [85] i h a m u ją  e fek tywnie  
ak tywność  te lomerazy  ko m ó re k  rakowych,  w s t r zy ­
mując  wzros t  k o m ó re k  w G 2-M [86]. I stnienie  s t ruk­
tur G 4 - D N A  nie zos ta ło do tąd s tw ierdzone  in vivo, 
na tomias t  in vitro  m o g ą  istnieć co najmniej  t rzy k la ­
sy takich struktur,  za leżnie  od orientacj i  nici  i k o n ­
formacj i  guanin.  Więks zość  ba dań  dot yczących  
wiązania  l igandów do G 4 - D N A  zos ta ła  p r z e p r o w a ­
dzona  na s t rukturach  o n ic iach  równoleg łych ,  ale nie 
jes t  pewne ,  czy inh ibi tory te lom erazy  m o g ą  w y k a z y ­
wać specyficzne  p o w in o w a c tw o  do tej właśn ie  klasy. 
Należy także brać po d  uw agę ,  że G 4 - D N A  s tanowią  
stabilne s t ruktury charak te ryzujące  się zna czną  
sz tywnośc ią  i rozdz ie len ie  d w ó c h  k war te tó w  guani-  
no w yc h  konieczne  dla w b u dow ani a  inte rkalatora 
wy m a g a  s t osu nkow o wysokie j  energi i  [87]. Czy  z a ­
tem sygn al izowane  wcześnie j  w iązanie  się l igandów 
na zewnąt rz  G 4 - D N A  i lustruje o g ó ln ą  za sadę  i czy 
będzie w ogóle mo ż l iw e  s tworzenie  dużych  p łaskich 
cząs teczek,  które b ę d ą  rzeczywiśc ie  in te rka lować 
G 4 - D N A ?  O d p o w ie d ź  na to i inne py tan ia  do tyczące  
zw ią zkó w s tab il izu jących  cz te ro ni c io w ą  s trukturę 
D N A  na zako ńczen iac h  te lo me ró w w y m a g a  da l ­
szych studiów.

VII-3. Oligonukleotydy antysensowe, rybozymy,  
peptydowe analogi kwasów nukleinowych  
i inne związki

Pod jednos tka  R N A  te lomerazy ,  hTR,  może  być 
rozważana  ja k o  mie jsce  w terapii  genowej  ze w z g lę ­
du na sw oją  dos tępność  dla k w a s ó w  nuk le in owyc h 
oraz za sadn iczą  funkc ję  mat rycy  przy  syntez ie  p o ­
wtórzeń te l om ero w ych (TTAGGG), , .  Koncepcy jn i e  
na jpros t sze  wydaje  się h a m o w a n ie  ak tyw noś c i  t e lo ­
merazy  przez z ab lo ko w ani e  jej  pod jednos tk i  R N A  w 
miejscu  mat rycy  o l ig on uk le o ty de m  do niej k o m p l e ­
mentarnym,  czyli  o sekwencj i  odpowiada jące j  w z o ­
rowi powtórzenia  te l omeroweg o.  W istocie efekt  h a ­
m ow ani a  ak tywnośc i  t e lom erazy  uzysk ano  poprzez  
inkubac ję  ko mó re k  cho m ik a  ch ińsk iego  V79 z o l ig o­
nuk leo tyd em o sekwencj i  ( T T A G G G ) 4 [88], W p o ­
do bnych  badan iach  h a m o w a n ie  ak tywnośc i  w k o ­
mórkach  rako w yc h z ludzkich  nerek  i ko m ó rek  HeLa 
uzyskano  pop rzez  t ransfekc ję  re t rowirusem,  którego  
m R N A  zawiera ło  se kw enc ję  U U A G G G  k o m p l e m e n ­
ta rną  do sekwencji  ma t ry cy  h T R  [89]. H a m o w a n ie  
ak tywnośc i  t e lomerazy  o l ig on uk leo t ydam i  antysen- 
sowymi  do hT R  o b s e r w o w a n o  także w eks traktach  
ludzkiego  czerniaka  [90]. Przy s tosowania  o l igonu- 
k le o tydów a n t ys ens ow yc h  można  rozważać  dwa m e ­

cha n iz m y p r o w adzą ce  do z a h a m o w a n ia  r o z w o ju  fe­
no typu  inwazyjnego:  i ndukcję  apo p to zy  k o m ó r e k  ra ­
ko w ych i s tymul ac ję  ich z w i ęks zone go  z r ó ż n i c o w a ­
nia [91].

F osfo t i o lo we ana logi  o l ig od eoks y ry bonuk le o t y -  
dów w i ą ż ą  się znacznie  silniej z j e d n ą  z dome n 
b ia łk owyc h te lom erazy  niż z jej  RN A ,  za te m  dla 
op ty ma ln eg o  dz ia łan ia  te r apeuty cznego  m o ż l i w e  
je s t  skons t ru owan ie  c h im ery czneg o  o l igo nukleo tyd u  
zawiera j ącego  w części  5 ’ m od yf ik ac ję  fosfot io-  
lową,  na tomia s t  w części  3 ’ se kw encj ę  k o m p l e m e n ­
ta rną  do mat ryc y  R N A  [92]. Zas to so w an ie  19-to nu- 
k le o t ydow ego  o l ig onu kle o ty du  a n ty se n so w e g o  do 
k o m ó rek  ludzkiego  g le jaka  in vitro  p o w o d o w a ł o  a k ­
ty wację  e n d o ry bonukl eaz y  R N a z y  L, po wodu jąc e j  
de gradac ję  R N A  te lom erazy  [93]. Ol i gonu kl eo t yd  
ten ha m o w a ł  także rozwój  gu zó w  u  myszy,  a m e c h a ­
n iz m em  leżącym u  p o d s t a w  o b s e rw o w a n e g o  efektu 
była  indukcja  apoptozy.

R ó w n ie ż  cząs teczki  ka ta l i tyczne  R N A  ( r y b o z y ­
my)  m o g ą  być za s to sow ane  do h a m o w a n i a  a k t y w n o ­
ści t e lomerazy  przez  se kw ency jn i e  spec yf icz ne  t ra ­
wienie  jej  podjednos tk i  R N A  [94]. Ka ta l i tycznie  a k ­
tyw ny  r y b o z y m  zawiera ł  m od yf ik ac ję  w pos tac i  
2 ’- 0 - m e t y l o  rybonu kleo tydów,  z w ię ks za ją cy ch  jego  
s tabi lność i był  k o m p le m e n ta rn y  do podjed nos tk i  
R N A  ludzkiej  t e lomerazy  w yka zuj ąc  za leżne  od s tę ­
żenia  ham o w a n ie  ak tywnośc i  t e lo me ra zy  w k o m ó r ­
kach ludzkiego  glejaka.  Kata l i tycznie  n ie ak t yw ny  
ryboz ym lub ry b o z y m  z n i e d o p a s o w a n ie m  s e k w e n ­
cy jnym nie w y k a z y w a ł  takich  zdolnośc i .

Opisa no  szereg pept y d o w y c h  a n a lo gó w  k w a s ó w  
nuk le in ow ych  (PNA,  synte ty cznych  o l i g oa m id ów  
zdolnych  do tworz en ia  s tabi lnych połąc zeń  z k o m ­
pl eme ntarnymi  o l igon ukleo tydam i) ,  które p o k r y ­
wały  obszar  m a t r y c o w y  podjednos tk i  R N A  t e l o m e ­
razy [11, 95J. Wartośc i I C 50 dla P N A  zawar te  były 
pom ię dz y  30 p M  dla P N A  o sekwencj i  5 ’-TAGA- 
C A 6T G - 3 ’ k o m p le m e n ta rn e g o  do 3 os ta tn ich  zasad 
od s t rony 5 ’ ma t ry cy  i 1 n M  dla 5 ’-T A G 3T 2A- 
CjA C A 2- 3 ’ pok ryw a ją cego  9 z 11 zasad  mat rycy.

P owszechn ie  s t oso wany lek p rzec iw n o w o tw o ro -  
wy c A - d ia m m in od ic h l o ro p la ty na  (ci sp latyna) może  
p o w o d o w a ć  ha m o w a n ie  ak tywnoś c i  t e lo me ra zy  w 
ko m ó rk a c h  linii ludzkiego  raka  ja jn ik a  [96]. In te re ­
sujące,  że n ie ak ty wny  p r z e c iw n o w o tw o r o w o  analog 
cisplatyny,  / ra / i s -d i amm in od ic h lo ro pl a ty na  ( trans- 
platyna) ,  j a k  rów nież  doksorub icyn a ,  b le o m y c y n a  i 
metot reksa t  nie w yw ie ra ły  tak iego efektu.  Działan ie 
p r ze c iw n o w o tw o r o w e  c i sp la tyny  przypisu je  się t w o ­
rzeniu a d dukt ów  z D N A ,  które z abu rza j ą  t r anskr yp­
cję i t ranslac ję  w u lega jących  p odzi a ło m  ko m órk ach  
rakow ych  [97]. Jednak  t ransp la tyna  także  łączy się z
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DNA z e f ek ty w noś c ią  p o r ó w n y w a l n ą  do cisplatyny.  
Być m o ż e  dzia łan ie  pr z c c iw n o w o tw o ro w e  c i spla ty­
ny opar te  je s t  na h a m o w a n iu  ak tywnośc i  t e lomerazy  
przez tworzenie  add uk tó w G-Pt -G z boga tymi  w gu- 
aniny n ićmi  te lomcrów,  na tomia s t  konf iguracja  
t r ansp la tyny  nie sprzyja  tworzeniu  takich wiązań,  co 
t ł u m aczy ło by  jej  n ieefek tyw ne działanie  p r z c c iw n o ­
wo tworowe.

VIII. Uwagi końcowe

Klo n o w an ie  podje dno s te k  R N A  i ka tal i tycznej  t e ­
lomerazy  cz łowieka ,  iden tyf ikacje  białka s to w arzy ­
szonego  z te lomerazą ,  op racow an ie  me tod y  oceny jej 
ak tywnośc i  enzymatyc zne j  oraz wykazanie  m o ż l i ­
wośc i „ o d m ła d z a n ia ” ko m ó re k  są g łów nym i  w y ­
znac zn ikam i  d ok onane go  w ostatnich latach postępu  
w badan iach  nad te lomerami  i te lomerazą.  Odkryc ia  
te p o z w a la ją  na  bardziej  p recyzyjne  okreś lenie  
udziału te lomerazy  w procesach  s tarzenia i w raku. 
P o m im o  uza sadni one go  op ty m iz m u dotyczącego  
d iagnos tyki  i leczenia raków, kwest ia  z rozumienia  
m e c h a n iz m ó w  regulu jących  ak tywność  telomerazy,  
z a ró w no  na poz iom ie  białka  j a k  i genu(ów)  pozostaje  
wciąż  otwarta.  Po mi mo ,  że te lomeraza  nie wydaje  
się koni eczna  dla inicjacji  t ransformacji  n o w o t w o r o ­
wej,  to dla progresj i  rakó w n ie zbędne  jes t  funkc jon o­
wanie  m e c h a n iz m u  zapewnia jącego  u trzymanie  
d ługośc i  te lomcrów.  Pe łniej sze  z rozumien ie  i u z u ­
pe łn ienie te lomerowej  h ipo tezy  s ta rzenia  się k o m ó ­
rek i ich n ieśmier te lności  m oże  dać narzędz ia do s ku ­
tecznej  regulacj i  d ługośc i  t e lo mc ró w w komórkach  
cz łowieka .

Artykuł otrzymano 29 kwietnia 1999 r.
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adhezyjne białko komórek naczyniowych-1; VLA —  najpóźniej 
aktywowane antygeny.

I. W prowadzenie

M ig ra c ja  ko m ó rek  od g ry w a  i s totną  rolę w p rz e ­
biegu  wie lu  p ro cesó w  tak f iz jo logicznych ,  j a k  i pa to ­
logicznych ,  w ty m  w inwazj i  i metastaz ie n o w o t w o ­
rów z łoś l iwych .  M e c h a n i z m y  leżące u pods taw m i ­
gracji  nic są w pełni poznane ,  nie ma je d n a k  wą tp l i ­
wości ,  że kr y ty czn ą  rolą od g ry w a  w nich kont ro lo­
w ana  adhez ja  ko m ó rek  do e le m ent ów  macierzy  
z e w n ą t r z k o m ó rk o w e j  (E C M )  oraz  innych komórek.  
A dhe z j ą  k o m ó r e k  można ,  w  du ż y m  uproszczeniu ,  
spr owadzić  do odd z ia ły w an ia  recep torów adhezyj-  
nych b łony  k o m ór kow e j  z w yso k o cz ąs tc czk o w y m i  
Ugandami.  G łó w n y m i  recep tor ami  adhezyjnymi  są 
ko m p lek sy  g l i kop ro tc in ow e  zwane  in tegrynami dla 
podk reś len ia  ich roli w integracj i  macierzy  
z e w n ą t r z k o m ó rk o w e j  i cy top lazmatycznc j .

In tegryny  m o g ą  w y k a z y w a ć  ak tyw noś ć  za równo 
wewną t rz ,  j a k  i na zew nąt rz  komórki .  G łó w n ą  funk­

PO STĘPY BIOCHEM II 45(4), 1999 239http://rcin.org.pl



c ją integryn jes t  ro zp o zn aw an ie  adhe zy jn yc h  białek 
ECM ,  takich ja k  f ib rynogen ,  f ib ronektyna ,  wit ronek- 
tyna,  ko lagen  i V C A M -1  [1], Wie le  z nich ro zpo zna ­
je  krótkie  sekw encje  a m in o k w a s o w e ,  najczęściej  
R G D  (A rg-Gly-Asp) ,  ale także K Q A G D  (Lys-Gl-  
n -Ala-Gly-Asp)  i L D V  (L eu-A sp -V a l )  [2,3],

Integryny po śr ed n ic zą  w p rz ek azy w an iu  in forma­
cji z E C M  do kom órki  i w k ie runku przec iwnym,  
miedzy  innymi  przez  zm ia ny  s tężenia  j o n ó w  wapnia  
oraz ak tywację  b ia łkowej  k inazy  C i k inaz  tyrozyno-  
wych ,  zwłaszcza  FAK,  Src i Syk  [4-6],  a także ha ­
mującego  apo pto zę  b iałka  bcl -2 [7]. K lu c z o w e  z na ­
czenie integryn dla pr zebie gu  adhezj i  i migrac ji  k o ­
mór ek  oraz udz iał  w pr ze k a z y w an iu  sy gn a łó w ko n ­
t rolujących ekspres ję  w y b ran y ch  gen ó w  sprawia,  że 
receptory te m o g ą  być  ro zw ażane  ja k o  tarcza w le­
czeniu chorób,  u po dł oż a  k tórych  leżą zaburzenia  ich 
funkcji  i ekspresj i .

II. Ogólna charakterystyka integryn  

II - l .  R ozpoznawanie ligandów

Integryny  są g l ikop ro t e inami  b ło n o w y m i  sk łada­
jący mi  się z dwóch pod jedno s te k ,  a  i p. M asa  cząste ­
czkow a podjednos tek  waha  się m ięd zy  90 kDa i 
około 200 kDa.  K ażd a  z nich jes t  b ia łk iem 
t r ansb ł onow ym  o dużej  do m eni e  z ew ną t r zko m órko -  
wej i mnie jsze j cy to plazma tyc zne j ;  w yj ą tk i em  jest  
p 4, której d o m e n a  cy to p lazm a ty czn a  przy jmuje  
znaczne  rozmiary.  Mie jsce  wiązan ia  l igandów s tano­
wią  sekwencje  do m e n  ze w n ą t r z k o m ó rk o w y c h  obu 
podjednostek,  d o m e n y  c y to p la zm a ty czn e  zaś łączą  
się z cy toszkic le tem [8-10 ] 1.

Dotychczas  z ide nt yf ik owa no 17 podjedn os tek  a  i 
8 [3, m ogących  tw orzyć  ponad  20 k o m p le k s ó w  [10,
1 1], Podczas gdy  w ko m ó rk a c h  wie lu t ypów  integry­
ny podrodz iny  Pi są a k ty w o w a n e  kons ty tutywnie ,  
wiązanie  l igandów przez  in tegryny  po drodz in  Pi i f32 
różnych rodza jów le ukoc ytó w oraz przez  p ły tkowy 
receptor  f ibrynogenu,  an b P 3, w y m a g a  aktywacj i  
[12], Specyf iczność  wi ązania  l ig andów  przez  inte ­
gryny zależy od typu  komórki ,  np. w p ły tkach  krwi 
integryna  a 2Pi jes t  r ecepto rem  kolagenu ,  ale w n ie ­
k tórych ko m órk ac h  oprócz  ko lagenu  wiąże  lamininę  
i f ib ronektynę [13]. Wiązan ie  l iganda  przez  integry- 
nę prowadzi  do zm ian y  jej  kon formacj i  oraz 
rozkładu integryn na powier zchni  komórki :  integry­
ny przem ie sz cz a ją  się w p ła szczyźnie  b łony  i g r o ­
m ad zą  w różnych  obszarach ,  zwłaszcza  w miejscach

kontak tu  z m ac ie r zą  lub inny mi  komórkami .  W  efek­
cie p o w st a ją  w ic lo cząs te cz ko w e  skupiska  łączące  
białka zewnąt rz -  i w e w n ą t r z k o m ó rk o w e .  D yn am ika  
po w st aw ani a  tych skupisk  decyduje  o m ig racy jny m 
fenotypie komórek .  A kt yw acj a  recep tor ów integry- 
nowych z su k c e s y w n y m  p o w s ta w a n ie m  pun ktow ych 
p rz yc zepów  u ru ch am ia  kask adę  wt órnyc h  zdarzeń 
informacyjnych .  N a jw ażn ie j s zy m  wtó rn y m  p rzek aź­
n ik iem wy daj e  się być k inaza og ni skow ych połączeń 
adhe zyjnych ,  F A K  [1, 14, 15], M o ż n a  zakładać,  że 
ruch k o m ó re k  o d b y w a  się pop rzez  c iąg łą indukcję  
p o w s ta w ani a  p u n k to w y c h  p rz y c z e p ó w  na krawędzi  
wiodące j  komó rk i  i reo rgan izac ję  cytoszkieletu.

Komórki  p oszczegó ln ych  typ ów na ogół  różnią  
się l iczbą  in tegryn —  od ki lku do k i lkunastu  na k o ­
mó rk ę  [16, 17], W  k o m ór kach  typu nabł onko we go  
l iczba i rodzaj  r ecep tor ów  in te gr yn ow yc h są różne  na 
powie rzchni  baza lne j i apikalnej .  W  kom ór ka ch  n ie ­
k tórych  typów rodzaj  wy s t ępu ją cyc h  integryn jes t  
ściśle p o w ią zany  z w y k o n y w a n ą  funkcją,  i tak na 
przykład  a n bß 3 , syn t e ty zow ana  w megakar iocytach ,  
j es t  p r zek azy w an a  p ły tk om  krwi ,  aby brać udział  w 
ich agregac ji  i adhezj i  [12], N a  po z io m  ekspresj i  in­
tegryn w p ły w  ma wie le  czynników,  m.in.  związki  
wp ły wa ją ce  na pro l i ferację  i r óżn ic ow an ie  komórek  
[3], W śró d  tych cz y n n ik ó w  zna jdu ją  się g łównie  cy- 
tokiny:  czynnik i  wzros tu  (T G F ß ,  PDGF-a b ,
PDGF- bb,  EGF, NGF, aFGF,  bFGF ) ,  inter leukiny 
(IL-4,  I L - 1 ß, IL-6),  inter fe ron y, rodz ina  ß chemokin  
( M P C - 1, M I P - 1 a ,  R A N T E S ) ,  czynnik i  mar twicy  n o ­
w o tw o ró w  ( T N F - a , T N F - ß ) ,  ho rm o n y  oraz l ipopoli-  
sacharydy  baktery jne  (LPS,  endotoksyny) .  D o ty ch­
czas op isano  rów nie ż  k i lkanaśc ie substanc ji  fa rm a­
ko logicznych  w p ły w a ją cy ch  na ekspres ję  recepto ­
rów in t egrynowych.  Są  nimi związki  działające na 
poz iomic  p rz eka zyw an ia  sygnału,  bądź  indukujące  
różnic owan ie  komórek:  est ry forbolu,  genys te ina  —  
inhibi tor  kinaz  t y roz yno wy ch,  forskol ina —  p o d ­
wyższa jąca  p oz io m  cAMP,  gosypol  —  bifenolowy 
składnik z drzewa P o r t ia , t a l idomid  i deksametazon .  
Donies ien ia  ostatnich lat w s k a z u ją  również  na 
n iewą tp l iwy w p ły w  wie lu infekcji  wi ruso wyc h 
(P n eu m o cys t is  ca r in i i , HIV i cy tomcgalo) .

II-2. Przesyłanie sygnałów

Kom ór ki  ś ródbłonka  są zdolne  do migracji  w 
ECM  przy udz ia le  o d pow iedn io  integryn a vß 3 i a 2ßi 
i bez udz iału  ja k ic h k o lw ie k  cy tokin,  czynników

'Podstawowe cechy strukturalne i funkcjonalne integryn zostały opisane w „Postępach Biochemii'' numer 40( 1) z 1994 roku.
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wzros tu  czy  ch em o a t r ak ta n tó w  [18]. Jony  wapnia  są 
n ie zbędne  do ak tywacji  szlaku przenosz en ia  s yg ­
na łów za l eżnego  od bia łkowej  k inazy  C przez r ec ep ­
tor n a sk ó rk o w e g o  czynnika  wzros tu  (EGF) ,  w w y n i ­
ku czego  dochodz i  do, zależnej  od a vp 5, migracj i  k o ­
mórek  w wi t roncktynic .  Przesyłanie  sygna łów  przy 
udziale in tegryn m oże  zachodzić  poprzez  o d ­
dz ia ływa nie  k inazy  b ia łkowej  związanej  z integryna-  
mi o mas ie  59 kDa,  p59ILK ,  która może  fosforylo-  
wać  d o m e n ę  c y t o p la z m a ty c zn ą p o d jc d n o s tk i  p, [19]. 
N adm ie rna  ekspres ja  p 5 9 I L K  powo du je  zaburzenia  
s t ruktury ko m ó re k  ś ródbłon ka  i ha m o w an ie  w ią z a ­
nia integryn  z subs tra tami z je d n o c z e s n ą  indukcją  
wzros tu  k o m ó re k  n ieza leżnego  od ich zako tw ic z e ­
nia. Dla przenosz en ia  sy gna łów  zwią zany ch  ze z m i a ­
nami  s tężenia Ca  przy  udz ia le  integryn zasadnicze  
znaczenie  ma  kalre t ikul ina,  która może  także 
wpływ ać  na funkc je  adhezyjn e  integryn [20], A k t y ­
wacja  integryn pod  w p ł y w e m  sygnałów p rze ­
syłanych z wnęt rza  komórki  przez  interl ukinę  3 
m oże  zachodzić  przy udz ia le  białka  H-Ras  [21],

In teg ryn y  nic w y k a z u ją  ak tywnośc i  k inazowej,  a 
mi m o to w y w o ł u j ą  ak ty wac ję  b ia łek Ras i kolejno:  
Raf,  M E K  i M A P K  [22], Po dob nie  do receptorów 
sprzężony ch  z b ia łkami  G, przesy łan ie  sygnału ind u ­
kowane  przy łą czen ie m  liganda  do receptorów inte- 
g ry now ych wiąże  się z ak ty w acj ą  rozpuszcza lnych  
kinaz ty ro zynowych .  Tc nas tępnie ,  tworząc  k o m ­
pleks z cy to p la z m a ty c zn y m  reg ione m podjednos tek  
P (Pi,  p 2 i p 3) recep tor ów in tcgrynowych,  fos fory lu ją 
je  [23].

D o ty ch czaso w e  ob se rw ac je  po zw a la ją  sądzić,  że 
p ie rwsza  faza prz esy łan ia  sygnału  od receptorów in­
tcg rynow ych do wnę t r za  płytek,  w wynik u  której z a ­
chodzi  ak tywac ja  b ia łek  Ras,  mo że  zachodzić  z 
udz ia łem:  (a) kinazy  FAK [24]. Wiadomo ,  że FAK 
może  tworzyć  komple ks  z cy to p la zm at y czn ą  d o ­
m e n ą  podjednos tki  p oraz z b ia łk iem ad apt o ro w ym  
Grb2  [25] i dzięki  n ie m u przy łączać  się do ak ty w a to ­
rów białek Ras,  t akich  j a k  Sos lub Vav, co prowadzi  
do aktywacj i  Ras; (b) kinaz  Sre, Syk  lub Lyn. Kinazy  
te m o g ą  tworzyć  ko m ple ks  z c y to pl azm a ty cz nym  re­
g ionem podjednos tk i  p 3 receptora  f ibrynogenu i fos- 
forylować  resz tę  ty roz ynową.  Taka  reakc ja  ma m ie j ­
sce podczas  agregac ji  p ły tek  krwi  [26], Podjednos tka  
ta u lega  fosforylacj i  z udz ia łem k inaz Sre, Syk i w 
mnie jszy m s topniu Lyn również  w wa ru nka ch  in vi- 
tro. Co więcej ,  z u f o s fo ry lo w a n ą  d o m e n ą  cy top la ­
zma ty czną  tej podjedno s tk i  kolejno  tw or zą  k o m ­
pleks: białko She,  Grb2  i Sos,  które z kolei ak tywuje  
białko  Ras [27]; (c) cytoszkic lc tu .  Receptory  p ły tk o ­
we są po łączone  z cy to sz ki e le te m  za równo w czasie 
spoczynku,  j a k  i po ak tywacji .  Uak ty w nie n ie  po d s t a ­

wow e j  integryny  p ły tkowej ,  a n bP 3 , p rowadzi  do re ­
organizac j i  cy toszkic lc tu  i zm ian y  właśc iwośc i  
p ły tek  krwi.  W  p ie rw s z y m  e tapie dochodzi  na j częś ­
ciej do agregac j i  recep torów ,  przy łączania  białek c y ­
toszk ic lc tu  i b ia łek sys te mu  sygnal izacyjnego ,  a t a ­
kże tworz en ia  skupisk  f ibryla rnych.  W  kompleksy  
cy to sz k ie le to w o - in te g ry n o w e  w b u d o w a n y c h  zostaje 
wie le  innych  białek,  w tym k inazy  Sre [28, 29], Syk
[30],  F A K  [31], b ia łka  z d o m e n a m i  SH2 i SH3 oraz 
inne,  fo s for y l owan c  w resz tach  tyroz yn ow ych  a ta ­
kże b ia łka  n adr odz in y  Ras  [32],

II-3. Rola w  adhezji i migracji kom órek

M acie rz  z e w n ą t r z k o m ó rk o w a  nic jes t  s t rukturą 
s ta ty czn ą  —  podl ega  n ie u s t an n y m  p ro cesom  p rz e b u ­
dowy, w k tórych  b io rą  udz ia ł  integryny.  Tym samym,  
b ia łka  te w p ł y w a j ą  na reorganiz ac j ę  ECM .  Przykła­
d e m  jes t  udz ia ł  in tegryny  a 5Pi w wydzie lan iu  przez 
kom órki  f ib ronektyny  i odkładanie  tego białka w 
E C M  [16]. M e c h a n i z m  leżący  u po ds ta w  p rz e b u d o ­
w y  E C M  przez a 5Pi m o ż e  po legać  na zagęszczaniu 
f ib ronekty ny  na powier zchn i  k o m ó re k  oraz zmianie 
jej  konf ormacj i ,  w w y n ik u  czego  możl iw e  staje się 
w p r o w a d z e n ie  tego  b ia łka  do włókie n  macierzy.  P o ­
dobne  dzia łan ie  w odnies ien iu  do kolagenu  i E C M  
w y k a z u je  in tegryna  a 2Pi [33].

A dh e z j a  ko mó re k  do E C M , od byw ająca  się g ł ó w ­
nie przy  udz ia le integryn,  m a  po d s t aw o w e znaczenie  
dla wy pe łn ia n i a  e le m e n ta rn y ch  funkcji  p rzez k o m ó r ­
ki. K o m ó rk i  p r aw id ło w e in vitro  m o g ą  właśc iwie  
dz ie lić  się i funkc j ono w ać  dopiero  po przyłączeniu  
się do s ta łego podłoża.  Od adhezj i  zależy również  
pro l i fe rac ja  i różn ic ow ani e  komó rek ,  które zach od zą  
przy  w sp ółu dz i a l e  sy g n a łó w  poc ho dzą cych  od inte­
gryn  [34], Dzięki  udz ia łowi  w procesach  adhezji  re­
cep tory  in t eg ry no we  m o g ą  w p ły w ać  na migrac ję k o ­
mór ek ,  w y zn acza j ąc  jej  k ie runek,  szybkość  oraz cel. 
K o m ó rk i  p r ze m ie sz cz a j ą  się po powierzchn iach  p o ­
kry tych  b ia łkami  m ac ie rz o w y m i ,  a w prz ypadku p o ­
j a w ie n ia  się n ie jednorodnośc i ,  porusz a ją  się w k ie ­
r unk u  w y z n a c z o n y m  przez  wyższe  stężenie [11], 
p rzy  czym  zbyt  duży  grad ien t  s tężenia  białek ECM  
m o ż e  zw oln ić  ich mi grac ję  [35],

III. Integryny komórek rakowych

I II - l .  Ekspresja w kom órkach rakowych

In teg ryna  (X|lbp 3 zosta ła  po raz p ie rwszy  z identyf i ­
k o w a n a  w p ły tkach  krwi [6], w których,  na skutek  
w ią zani a  f ib rynogenu,  um oż l iw ia  agregac ję  i bierze 
udz ia ł  w p rzesy ł an iu  sy g n a łó w  za równo z wnętrza
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komórki  na zewnąt rz ,  j a k  i w k ie runku p rzec i w nym  
[36], Gen  am, znajduje  się pod śc is łą  kon t ro lą  tran- 
s k r y p c y jn ą je d y n ie  w m cg akar ioc ytach ,  podczas  gdy 
ekspresja genu  integryny  p 3 jes t  roz pow szech n io na  
w wielu kom ór ka ch  [37]. W  większośc i  komó rek ,  w 
tym również  w k o m órk ach  now o tw o ro w y ch ,  zamiast  
podjednos tk i  in tegryny a n b wys tępuj e  pod jcd nos tk a  
a v, a w mie jsce receptora  in tegryny  a n bp 3 pojawia  
się receptor  a vp.v Ob a  receptory  tw or zą  podr odz inę  
cytoadhczyn .  W wie lu  pracach  opisu jących  komórki  
nowot woro we ,  receptory  te nie zos ta ły do końca 
scharak te ryzowane .  Najczęśc iej  podczas  iden ty f ika­
cji używa się przec iwcia ł  sk ie row anych  przec iwko 
a.nbP3, a wykry te  in tegryny  określa  m i a n e m  białek 
an tygenow o s p o krew nio ny ch  z a in ,p3. Sugeru je  to 
wys tępow an ie  in tegryn  an b P 3, bądź  recep torów  z 
nimi spokr ew nionych  w ko mó rk ach  euka r io ty cz ­
nych.  Istnieje duże  p raw d o p o d o b ie ń s tw o ,  iż tymi in- 
t egrynami  reagu jącymi  k rz yż ow o z przec iwc ia łami  
sk ie rowanymi  p rz ec i w ko  a n bp 3 są receptory a vp 3. 
Jest  p r aw dopodo bn e ,  że w wy n ik u  zdarzeń  zw ią z a ­
nych z t r ansf orma cją  no w ot w o ro w ą ,  w n iek tórych  
guzach  nas tępuje  p o d w y ż s z e n ie  po z io m u  t r ans kr yp ­
cji genu a v . Receptor  ten u m oż l iw ia  k o m ó rk o m  o d ­
dz iaływanie z o rg an iz m em  gospodarza  w sposób  
ana logiczny  do p ły tek  i w rezul tacie u łatwia metasta-  
zę [37, 38], W in te rakcjach  mi ęd zy  k om ór kam i  n o ­
w o tw orow ym i  a ko m ó rk am i  ś ródbło nka  i ECM  intc- 
g ryna  a vp 3 od g ry wa  p o d o b n ą  rolę do ocnbp 3 w p ły t ­
kach krwi [39-41 ].

Wyniki  badań  zależnośc i  po m ię dzy  s t ruk turą i 
funkc ją  obu cy toadhczyn  sugerują,  że m o g ą  one w y ­
stępować  w dw óch stanach:  a k ty w n y m  i n i e a k ty w ­
nym  [36, 42, 43], Agre ga c ja  i adhez ja p łytek z a c h o ­
dzi przy udziale in tegryny  ctnbP3 w ak tywnej  ko n for ­
macji ,  na tomiast  nie okreś lano  do tychczas  k o n fo r ­
macji  a vp 3, w której za c h o d z ą  oddzi a ły wa nie  k o m ó ­
rek rakowych z ECM .  Ekspres ję  in tegryny a vp 3 
s twierdzono w szeregu  ko m órek  now o tw o ro w y ch ,  
między  innymi w czern iaku ,  g ruczolo raku  pros ta ty 
[44], raku sutka [45] i j e l i ta  g rubego  [46], Dalsze b a ­
dania p ow in ny  przynieść  wyjaśn ien ie ,  czy fak tycz­
nie gen, o k tórym w ia d o m o ,  że podl ega  ścisłej mega-  
kariotyczne j kontrol i  t ranskrypc j i ,  ulega ekspresj i  w 
kom órkach  nic w y w o d z ą c y c h  się z mcg akar iocytów,  
czy też w y k ry w a n e  recep tory  to a vp 3.

W ko m órk ach  ludzkiego  raka t rzustki ,  w których 
brak jes t  ekspresj i  integryny  cxvp 3, p ie rw o tn ym  i 
p o d s ta w o w y m  receptorem w i t r onck tyn y  jest mtc-  
gryna  a vp 5. Kom órk i  te nie są zdolne  do tworzenia  
kontak tów zo g n is k o w an y ch  do w i t r onck tyn y  i tym 
sam ym  nic m o g ą  w  niej migro wać .  M o g ą  to czynie 
przy  udziale ko lagenu ,  z z a a n g a żo w a n ie m  integryn

rodz iny  [C [47], W  w y n ik u  t ransfekcj i  tych komórek  
c D N A  ko du jący m p o dj edn os tk ę  p 3 uzyskano  p o ­
w ie rz c h n io w ą  ekspres ję  funkc jona lne j  integryny 
a vp 3, w nas tęps twie  czego  komó rki  na by wa ły  nowe 
właśc iwośc i  adhezyjne ,  szczególn ie  możl iwośc i  m i ­
gracji  na wi t ronektynic .  Z a t em  podjednos tk i  p 3 i p 5, 
po po łączeniu  się z pod je d n o s tk ą  a v , n iogą  s ty mu lo ­
wać  z r ó ż n ic o w a n ą  reakcję  kom órki  w y w o ła n ą  o b e c ­
nośc ią  w i t r onck tyn y  w ś ro dowis ku  zewną t rz ko mó r-  
kowym.

III-2. Udział w angiogenezie i apoptozie komórek  
rakowych

A ng io ge neza  —  wytw arz ani e  no w y ch  naczyń 
krw io no śn ych  z naczyń  ju ż  i s tn ie jących  —  może  być 
zarówno p rocesem  f i z jo log icznym ( rozwój  e m b r io ­
nalny, cykle  rozrodcze  u kobiet  czy gojenie się ran), 
j ak  i pa to log ic znym,  p ro m u ją c y m  prol i fe rac ję  i in ­
wazję  komó rek  rakowych.  W  proces ie  tym bierze 
udział  ki lka rodza jów komó rek ,  wśród  których k o ­
mórki  ś ród błonka  o d g ry w a ją  k lu c z o w ą  rolę. Podczas  
w yt warzania  n o w yc h  naczyń  krw io nośnyc h  uczes t ­
n iczą one w proteol i tyczne j  degradac ji  ECM ,  m i ­
gru ją  do przest rzen i  oko ło naczyn iowej ,  in tensywnie  
prol i fe ru ją  oraz oddz ia ł u j ą  ze so bą  [48]. Badania  iii 
vitro i in vivo  wykazały ,  że procesy  te m o g ą  za cho ­
dzić dzięki  obecnośc i  recep torów intcgrynowych,  
zw łaszcza  na leżących  do rodz iny  oty. Przec iwciała 
sk ie rowane  przec iw ko  in tegry nom  a vPs ha m uj ą  an- 
g io gcnczę  i n d u k o w a n ą  VEGF,  TGFcc i est rami for- 
bolu,  natomias t  sk i e rowane  p rzec iw ko  otvp 3 —  p o ­
b u dzaną  przez bF G F  i T N F a .  H a m o w a n ie  angioge- 
nczy wywołane j  tymi os tatnimi  czynnikami  obse r ­
w o w a n o  również  po zas t osow an iu  synte tycznych  
pep ty dó w zawiera j ących  se kw enc ję  RGD. W angi o­
genez ie  indukowane j  VEGF,  poza  in tegryną  a vp 3, 
uczes tn ic zą  receptory  dla ko lagenu:  cc i [31 i a 2Pi [49], 
co po twie rdz i ły  rezul ta ty  badań,  w k tórych  zas to so­
wanie  przec iwcia ł  sk ie row anych  przec iwko inte­
gr yn om  ot| i a 2 sp o w o d o w a ło  obniżenie  adhezji  k o ­
mórek  cndotc l ia lnych  do ko lage nu  typu 1, typu IV i 
l a m i n i n y - 1.

Recep tory  in tegrynowe uc zes t n ic zą  w przesyłan iu  
informacj i  ze ś rodowiska  z ew nę t r zn eg o  do komórki  i 
odwrotnie .  Rozpus zcza lne  przec iwc ia ł a  lub peptydy  
zawiera jące  s ek wen cję  R G D  dz ia łą ją  an tagonistycz- 
nie wobe c  a v(V, induk ują  ap op io zę  angiogennych  
k om ór ek  ś ródbłonka .  O dd z ia ły w an ie  integryn a vp 3 
z e le m en te m  macierzy  z e w ną t r zko m ór ko w e j  wydaje  
się więc  być n ie zb ędn ym  do gen e ro w an ia  antyapop-  
to tyczncgo  sygnału  we w nąt rz  komórki .  Ponadto,  in- 
t egryna  a vp 3 regulu je  ak ty wność  k inazy M A P  kon-
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t rolująccj  p rocesy  prol i feracj i ,  migrac ji  i ró ż n ic o w a ­
nia kom órek ,  a więc  procesy  o p o d s ta w o w y m  z n a ­
czeniu dla angiogenczy .  Z as t osow an ie  an tagonis tów 
a vp 3 p o w od u je  obniżenie  ak tywnośc i  tej kinazy,  co 
w konsekwencj i  p rowadzi  do zah a m o w a n ia  an g io g e­
nczy [50], W in tens ywnie  pro l i fe ru jących  k o m ó r ­
kach ś ródbłonka  b lo ko wan ie  w iązania  a vp 3 z l igan- 
dem po w od uj e  wzros t  ak tywnośc i  białka p53 oraz 
wzros t  ekspres ji  genu  p 2 1 "  Al' l' ilFI [51], Bia łkowy  
produkt  tego genu  wiąże  się z kom ple ksa mi  cykli-  
na /k inaza  zależna  od cykl iny  i inaktywujc je,  b lo ­
kując komórki  w fazie Gi cyklu  k o m ó rk o w e g o  [52], 
P o dw yż sz ona  ekspres ja  p 2 1 WAH/C1PI prowadzi  do 
apop tozy  pro l i fe ru jących  ko m órek  nab ło nkow yc h  
gruczołu  su tkowego,  co w sk azu je  na bezpośredni  
udział  p21 w tym procesie  [53], Oddz ia ływ an ie  
ś ródbłonkowej  a vP3 z l igandcm prowa dz i  na tomias t  
do większej  ekspres j i  czynnika  an tyapopto tycznego ,  
białka  bcl-2 oraz do je d n o c z e s n e g o  obniżenia eks ­
presji  czynnika  pro ap op to ty czncg o ,  b ia łka bax [51], 
Białko  bcl-2 tworząc  k o m ple ksy  z b ia łk iem bax, 
wydłuża  czas życ ia  komórek .

I s to tnym z jawi sk iem pod czas  angio genczy  jes t  
uk ie run kow ana  migrac ja k om órek  ś ródbłonka ,  która 
zależy  od pro teo l izy  b ia łek  tw orz ących  macierz  
ze w nąt rz ko m órk ow ą .  Za pro teo l izę  białek E C M  o d ­
powiedz ia lne  są g łównie  meta loproteazy .  In tcgryna  
otvPs u łatwia degra dac ję  białek E C M  poprzez  w ią z a ­
nie mcta lopro tcazy-2  (MM P- 2) .  W  doś wiad czen iach  
in vivo w ykaz ano  w sp ó łw y s t ęp o w an ie  ocvp 3 i 
MM P-2  na powierzchn i  ang io gc nnych  ko mó re k  n a ­
czyniowyc h [54]. Ponadto ,  t ransfekc ja c D N A  p o d ­
jednostki  p 3 do ko mó re k  czern iaka CS-1 z a w ie ­
ra jących pod je dn os tk ę  a v umo żl iw ia  w iązanie  roz ­
puszcza lnego,  r e k o m b in o w a n e g o  białka MMP -2 .  W 
oddz ia ływ an iu  otvp 3 z M M P - 2  uczes tn iczy  C-koń-  
cow y f ragment  M M P -2 ,  nie wyka zuj ący  ak tywnośc i  
proteo li tyczne j [55], F ra gm ent  ten hamuje  angiogc-  
nczę  in d u k o w an ą  bF G F  oraz  hamuje  wzros t  gu zów 
n o w ot w orow yc h ,  co s tanowi  kolejny do wód  na to, że 
oddz ia ływanie  a vp 3 z M M P - 2  ma i stotne znaczenie  
dla angiogenczy.

Adhez ja  z udz ia ł em  integryn  może  zapobiegać  
apoptoz ic  ko mó re k  n o w o tw o ro w y c h .  Komórki  ludz­
kiego szpiczaka odporne  na apoptozę  in duko w aną  
przez dokso rubic ynę  w y k a z u j ą  zw ię k s z o n ą  ek sp re ­
sję receptora f ib ronc ktyn y  a 4p, [56]. Przec iwcia ła  
skie rowane  p rzec iw ko otv w y w o ł u j ą  na tomias t  a p o p ­
tozę w k o m órka ch  ludzkiego  raka je l i ta  g rubego  
[57], a zwięks zo na  ekspr es ja  receptora  f ib roncktyny 
cts[3i hamuje  ich ap op to zę  [58],

Pcptydy zawie ra jące  m ot yw  R G D  są zdolne  do 
bezpośrednie j indukcj i  apop tozy  bez udz ia łu inte-

gryn na skutek przeksz ta łcan ia  i ak tywacji  e n z y m a ­
tycznej  p rokaspazy-3 ,  bia łka o właśc iwośc i ach  pro- 
apo p to ty cznych  [59], Odkry c i e  to może  stanowić 
wy t łu m ac zeni e  właśc iwo śc i  p roapopto tycznych  pep- 
tyd ów R G D  w angiogencz i e ,  s tanach zapa lnych  i mc- 
tastazic.

IV. Rola integryn w progresji nowotworów

Inwazja  i meta s ta za  n o w o t w o r ó w  są z łożonymi  
procesami ,  u p ods t aw  k tórych  leży oddzia ływanie  
komó rek  r a kow ych z k o m ó r k a m i  praw id łow ym i  i 
składnikami  E C M  [60], O dd z ia ły w an ia  te zachod zą  
przy  udz ia le  k o m ó r k o w y c h  r ecepto rów  adhezyj-  
nych:  kadheryn ,  se lektyn,  adhe zyn  i integryn [38],

IV-1. Udział w inwazji i metastazie

Pr z y c z y n ą  uk ie r un ko wan ej  siły działającej  na k o ­
mórki  n o w o t w o r o w e  i powoduj ące j  ich migrac ję 
mo że  być chemotaks ja ,  o dg ryw a ją ca  g ł ów ną  rolę np. 
w migracj i  p rzez  f ib ronek tynę  ko m ó re k  glejaka p o d ­
czas je g o  inwazj i  [61], Kom ór ki  raka prostaty m ogą  
tworzyć  przerzu ty  do kośćca ,  p rzy  czym  istotne z n a ­
czenie  dla tego procesu  odgry w a ła by  adhezja k o m ó ­
rek rakowych do ko m ór ek  szp iku  kostnego z a ­
chodząca  g łównie  przy  udz ia le  in tegryny  a 2Pi [62], 
W p ro w ad zen ie  m o n o k lo n a ln y c h  przec iwcia ł  17E6 
sk ie r ow anych  p r ze c iw ko  integrynie  a vp 3 powoduje  
na tomias t  ha m o w a n ie  p o w st a w a n ia  przerzu tów w 
p łucach  my szy  z ws t rz yk ni ę ty m i  ko mó rkam i  ludz ­
kiego czern iaka  M21 [63].

Z r ó ż n ic o w a n y  po z iom ekspresj i  podjednos tek  a v, 
P3, Pi i p 5 s twie rdz ono  w k o m órka ch  po chodzących  z 
guzów  m óz gu  o ró ż n y m  s topniu  z łośl iwośc i  [64], 
Po dje dnos tka  a v u lega  ekspresj i  n ieza leżn ie  od s top­
nia z różnicowania ,  podobn ie  jak [ f ,  na tomiast  eks­
presja p 3 ma mie jsce  j e d y n ie  w ko mó rkach  słabo 
z ró żn ico wan ych ,  o du ż y m  potenc ja le  inwazyjnym.

Wyk onano  szereg  badań  zmie rza j ących  do ok re ­
ślenia zw ią z k ó w  p o m ię d z y  eks p re s ją  receptorów la- 
min in y  i p rogres ją  raków.  Po t ransformacji  ch e m ic z ­
nej różnych  rod za jó w  ko m ó rek  cz łowieka  s twier dzo­
no ponad  dz ies ięc iokro tny  wzros t  poz iomu ekspresj i  
recep torów  in te g ry now ych lamininy  i kolagenu:  
cx6Pi, a 2Pi i a  i P i , p rzy n iezmienione j  ekspresj i  re ­
cep torów f ibroncktyny  [65], Wyniki  badań  p rz ep ro ­
w a d zon ych  na kom ó rk a c h  p o ch o d ząc y ch  z raków 
przewod u  p o k a r m o w e g o  su geru ją  istnienie korelacj i  
po m ię dz y  p o z i o m e m  ekspres j i  receptorów lamininy 
i za jęc iem w ę z łó w  chło nnych  okol icy  guza oraz p o ­
w s ta w a n ie m  odleg ły ch  prze rz u tó w [66], Wysoki  p o ­
z iom ekspresj i  in tegryny  a 6Pi s twierdzono w l iniach
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komó rek  czern iaka  B 16/129 o wysokie j  zdolności  do 
tworzenia  przerzu tów [67]. N a  podkreś len ie  za s łu ­
gują  wyniki  badań ,  w k tórych  obse rw o w an o  p ra ­
wid łow y poz iom ekspres j i  receptora  lamininy ,  ot6ß 4, 
w przerzu tach  ko mórek  raka  sutka do okol icznych  
w ęz łó w chłonnych .  Je dnocz eśn ie  poz iom  tej in te gry­
ny w komórkach  raka p i e rwo tnego  i od leg łych p r z e ­
rzutach był  obn iż ony  [68, 69]. W y t ł u m a c z en i em  
tego z różnicowania  m oż e  być  albo selekc ja  klona lna ,  
albo wpły w na ek spres ję  a 6ß 4 bez po średnie go  o to ­
czenia ko mó re k  ra kow ych  w o rgan izmie  g o s p o d a ­
rza.

IV-2. Związek z układem  aktywacji plazminogenu

Inh ib itor  ak t yw a to ró w  p l azm in ogenu  typu 1 
(PAI-1 ), odgryw a w a ż n ą  rolę w progres ji  n o w o t w o ­
rów i w wielu rodza jach  raka je s t  u z nany m  m ar k e rem  
prognos tyc znym,  p o z w a la ją cy m  na za l iczenie p a ­
c jen tów do grupy wy so k iego ,  bądź  n isk iego ryzyka  
[70, 71]“. PAI-1 m oże  brać udz ia ł  w migrac ji  k o m ó ­
rek także poprzez  m e c h a n iz m y  nic zw iązane  z ak ty ­
wacją  p lazmino genu:  m oże  h a m o w a ć  migra c j ę  k o ­
mórek  ludzkiego raka  skóry, p rzy czym ha m o w a n ie  
to ma miejsce  nawe t  wó wczas ,  gdy  bierze w n im 
udział  zm u to w an e  białko PAI-1, poz bawio ne  funkcj i  
inhibi tora ak t yw a to ró w  p l az m in o g en u  [72]. PAI-1 
specyf icznie  zaburza  mig ra c ję  ko mó re k  z a c h o d z ąc ą  
przy udz ia le  integryn  i wit roncktyny ,  na tomia s t  nie 
wykazuje  takiego dz ia łan ia  w odnies ien iu do m ig ra ­
cji przy  udz ia le  f ibronektyny.  M e c h a n iz m e m  
leżącym u pods taw  tych e f ek tów  jes t  p r a w d o p o d o b ­
nie ws pó łz aw odn ic zeni e  tego  białka  z w i t ron ekt yn ą  
o wiązanie  z in tegrynami .  Ró wn ie ż  inny sk ładnik 
układu aktywacj i  p la zm in og enu ,  receptor  a k t y w a t o ­
ra p lazmin ogenu typu  u rok in azow ego (uPAR) , 
mający  duże  znaczenie  w progres j i  nowotw orów,  
może  się wiązać  z n i ek tórymi  cz łonkami  podrodz in  
ßi i ß 3 linii ko mó re k  w łó k n ia k o m ię sak a  [73],

IV-3. Znaczenie prognostyczne i terapeutyczne

Wartość kry te r iów mo rfo l og ic zny ch  w p ro g n o z o ­
waniu  przebiegu  czern iaka  jes t  raczej  ograniczona ,  
wobec czego poszukuje  się no wych w yz na c z n ik ó w  
prognos tycznych  tej choroby.  Ekspres ję integryn r o ­
dz iny  ß 3 mo żna  wiązać  ze z w ię k s z o n y m  szansą  pr z e ­
rzu tów do płuc,  na tom ias t  ekspres ja  ßi kore luje  z 
p r a w d o p o d o b ie ń s t w e m  za jęcia okol i cznych  węz łó w

chłonnych  [74, 75], Ekspres ja  in tegryn  p 3 i Pi może  
być za tem m a r k e r e m  p ro g n o s ty c z n y m  czerniaka.  
Ekspres ja recep tor ów w i t ron ckt yny  na powierzchni  
k om órek  czern iaka  linii M e W o  po d leg a  regulacji  
p rzez kwas  re t ino lowy [76]. Z w ią zek  ten powod uj e  
zwięks zenie  p oz io m u  m R N A  in tegryny  otv, p o d w y ż ­
szo ną  adhez ję  ko m ó rek  rako w yc h do E C M  oraz 
z m n ie js z o n ą  pro li ferację,  m o ż e  za te m być brany  pod  
uwagę  w terapii  p rzcc iwrakowcj .  Z do ln ość  tw o rz e ­
nia pr ze rz u tó w do kości  p rzez  komó rki  raka  sutka 
jes t  za leżna  od ekspresj i  podjednos tk i  Pi o raz a 2, a 3 i 
a 5 [77],

W  niek tórych  k o m órk ach  raka  prostaty,  w k tórych 
ma mie jsce  ekspres ja  in tegryny a 3Pi, wys tępuj e  o d ­
mien na  forma pod jednos tk i  cc3 o mas ie  c z ą s t ec zk o­
wej około  225 kDa (p225),  bezpoś redni o  zw iązana  z 
p od je d n o s tk ą  Pi [78], Białko  p225 składa  się z c ię ­
żkiego łańcucha  pod jed nos tk i  ot3 po łączonej  w ią z a ­
n iem d i s i a r czk o w y m  z m o n o m e r e m  receptora  trans- 
fe ryny w mie jsce łańcucha  lekkiego.  W k o m órka ch  
wielu typ ów  p o szuk iw an ia  tej podjednos tk i  nie p r z y ­
n iosło wyniku .  Sugeru je  to, że ko m ple ks  pom ię dz y  
po d je d n o s t k ą  a 3 i re cep to rem  transferyny  jes t  sp ecy ­
ficzny dla n iek tórych  typ ów ko m ó rek  n o w o t w o r o ­
wych i mo że  s tanowić  cel terapii  p rzcc iwrakowcj .  
Duże  moż l iw ośc i  t e rapeutyczne  w y d a j ą  się s twarzać  
w yi zo l ow ane  z ja d u  węży,  w iążące  s ekw enc ję  RGD,  
inhibi tory  integryn,  dez in tegr yny  [79]. Dodanie  dez- 
integryn do inw azyjnych  kom ór ek  glc jaka  zmnie jsza  
ich adhez ję  oraz migrac ję  [8],

Transfckc ja  t ra ns fo rm ow any ch  ko m ó rek  ja jnika 
cho mi ka  ch ińsk ieg o  in te gryną  a 5Pi powodu je  
zmnie jszenie  te mp a ich migrac j i ,  szybkośc i  p ro l i fe ­
racji i w z n a c z n y m  stopniu  redukuje  ich złoś l iwość  
[80], P o do bn y efekt  p rzynos i  t ransfckc ja komór ek  
raka  sutka  in teg ryn ą  a 2[3| [81]. Jednakże  tworzenie  
przerzu tów przez  komórki  ludzkiego  raka  sutka 
m oże  być h a m o w a n e  przez  w p ro w ad zen ie  pr zec i w ­
ciał sk ie ro wan ych  przec iwk o receptorowi  f ibronck-  
tyny a 5(3|, podczas  gdy iniekcja do o rga n iz m u my szy  
spol im eryzowanej  formy f ib ronektyny  zapobiega  
po w s ta w ani u  p rzerzu tów  ko m ó rek  czerniaka,  mi ęsa ­
ka kości  i raka  jel i t a  g rubego  [82], Choć udz ia ł  inte ­
gryn w inwazyjnośc i  g le jaków jes t  n ie wą tp l iw y [8], 
to z łożona  za leżność  procesu  inwazj i  od funkc jo no­
wania  różnych  integryn komp l iku je  ich zas to so w a ­
nie za ró w no  ja k o  m ark e ró w  p rogn os tycznych ,  j a k  i 
do ce lów terapii  p rz cc iw n o w o tw o ro w c j  [83]. O b e c ­
nie brak  jes t  spójnej  za leżnośc i  p rogresj i  n o w o t w o ­

Rola urokinazowego układu aktywacji plazminogenu w progresji nowotworów złośliwych została opisana w ,,Postępach Biochemii” 
w numerze 45( 1) z 1999 roku.
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rów od ekspresj i  r ecep tor ów  in tegr yno wych  —  w 
wielu p r zypa dkach  zwiększonej  inwazyjnośc i  k o m ó ­
rek rakowych  to warzyszy  zm nie jszenie  ekspresj i  in ­
tegryn, j ednakże  integryny są  n iezbędne  dla nabycia  
przez komórki  fenotypu  metas ta tyczncgo .  Migracja  
komó rek  zach od ząca  przy udz ia le  integryn  zależy  od 
trzech czynnik ów:  gęstości  Uganda,  po z iom u eks pr e ­
sji integryn oraz p o w i n o w a c t w a  integryny  do sub- 
stratu [84], Ce chy  subs tra tu m o g ą  się zmieniać  w z a ­
leżności  od je g o  położenia ,  a ekspres ja  integryn i ich 
po w in o w ac tw o  do l igandów m o g ą  być m od u lo w an e  
przez wys tę pu ją ce  lokalnie cy tokiny [85], Za tem 
ekspres ja  integryn w chorobac h  now ot w o ro w y ch  
może  odg ry w ać  duże  znaczenie ,  nie obrazuje  jednak  
ona funkcjona lne j  ak tywnośc i  tych molekuł ,  za le ­
żnej od wie lu różnych  czynników.  Możl iw e  są sy tu­
acje, w k tórych p o m i m o  wysokie j  ekspres ji  r ecep to ­
ra in tegr yno wego w k o m ór kac h  no w ot w or ow yc h,  
poz iom jeg o  ak tywnośc i  będzie  niski;  nie można  
również  wyk luc zyć  sytuacji  odwrotnych .  Stan taki 
ob se rw ow an o  w k o m órka ch  raka sutka,  które w y k a ­
zywały wysoki  s topień adhezj i  do wit ronektyny ,  w 
p rzec iwieńs twie  do ko m ó rek  poc ho dzący ch  z n o w o ­
tworu łagodnego,  p rzy  czym komórki  obu typów 
charak te ryzowały  się tak im  sa m y m  po z io m e m  eks ­
presji recep torów w i t r onekt yny  a v(3i i cg-Ps [60, 86], 
W ażn y m  wn io sk ie m  p ły n ą c y m  z przy to czony ch  s po ­
strzeżeń jes t  konieczność  kom pleksow ej  inte rpreta ­
cji o t rz yma nyc h  w y n i k ó w  poz iom u ekspresj i  inte ­
gryn w raku. Wynik i  badań  im m un ocyt ochc m ic z -  
nych,  w których s twie rdzon o ekspres ję  integryny 
u 2P ] w około 25 %  badany ch  komórek  raka,  j e dn akże  
bez żadnej  korelacj i  p o m ię dzy  w y s t ęp o w an ie m  in te ­
gryny a w ie lk oś c ią  guza,  s topn iem zróżnicowania,  
a n cup lo id ią i  s tanem oko l icznych  węz łów chłonnych  
nie po zwa la ją  na wyc iągn ięc ie  jednoz na czn e j  opinii  
na temat jej udz ia łu w i stnieniu tej patologi i  [87].

V. Ekspresja integryn jako cel antysensowej 
terapii przeciwinwazyjnej

V-1. Przeciwinwazyjne strategie antysensowe w  
chorobach now otw orow ych

Zas tosowanie  a n t ys ens ow yc h  o l ig onu klc o ty dów  
pozwala  na h a m o w a n ie  ekspresj i  genu  w oparciu  o 
zna jomość  je g o  c D N A \  Związki  te są s tosowane  w 
terapii  p r z cc iw no w ot w or ow ej  ze wzg lęd u  na ich spe ­
cyficzne dz ia łanie h am u jące  ekspres ję  o nk og enó w

oraz innych g e n ó w  ma ją cych  znaczenie  dla inicjacji  i 
rozwoju  t rans fo rma cj i  n ow otw or ow e j .  Obecnie  w I 
fazie badań  k l in i cznych  zn a jd u ją  się między  innymi 
leki zaw ier a j ące  a n t ysens ow e  o l i gonukleo tydy  h a ­
mujące  eksp re s ję  g e n ó w  H -ras  [88], c -/y//'[89], bcl-2  
[90] czy p 5 3  [91], A n t ysens ow e  o l igonukleo tydy  
zna jdują  z a s to sow ani e  przede  ws zys tk im  w terapii  
raków krwi,  w k tóry ch  komórki ,  na skutek p o je dyn­
czej z m ia ny  gene tyczne j ,  p r ze ja w ia ją  fenotyp złośl i ­
wy. W p r z y p a d k u  większ ośc i  s tałych raków n a bł on­
kowych komórki  p r z e c h o d z ą  z łożone  zmiany  w 
sw ym  kar iotyp ie  i s tają się mniej  poda tne  na h a m o ­
wanie  funkcj i  po j e d y n c z e g o  z m u to w a n e g o  genu,  p o ­
n ieważ  o ich fenotypie  decydu je  więcej  zmian  g e n e ­
tycznych  [92]. Os ta tn io  z ide nt y f ikow ano  je d n a k  sze­
reg ge nów  m a jący ch  p o d s ta w o w e  znaczenie  dla ko n ­
troli cyklu k o m ó r k o w e g o ,  inicjacj i  apoptozy,  p r ze ­
syłania syg na łó w,  a więc  procesów ,  które w p rzyp ad­
ku zaburzeń  m o g ą  s tanowić  o nabyciu  fenotypu 
z łoś l iwego.  K o m ó r k a  o fenotypie inwazyjnym,  to 
ko mó rk a  zdo lna  do migrac j i  i adhezj i ,  ale w n ie typ o­
w y m  mie j scu  i n ie w ła ś c iw y m  czasie.  Jak ju ż  w s p o ­
mniano ,  p ro cesy  adhezj i  ko m ó rek  ( również  n o w o ­
tw orow yc h)  do E C M  z a c h o d z ą  popr zez  o d d z ia ły w a­
nie l iganda  z n a jd uj ące go  się w E C M  z receptorem 
z lo k a l iz o w an y m  na pow ie rzchni  komórki .  Za tem 
geny kod ujące  receptory  i n tegry now e m o g ą  być c e ­
lem terapii  genowej  w ymie rzone j  p rzec iw po jawi e­
niu się i r oz w ojo w i  fenotypu  inwazyjnego .

Z as t os ow an ie  strategii  an tysensowej  z użyc iem 
o l i g o d c o k s y ry b o n u k le o ty d ó w  nie poddanych  ż ad­
nym m o d y f ik a c jo m  (n ie m o d y f ik o w an c  o l igodcoksy-  
rybonuklco tydy ,  O D N )  napot yk a  na pow ażne  t ru d­
ności  ze w z g lę d u  na ak t yw no ść  egzonu kle az  k o m ó r ­
kowych.  W  celu un iknięc ia  degradac ji  o l ig onuk lc ­
o tydów oraz dą żenia  do popra wie nia  e fek tywnośc i  
ich dz ia łan ia  w p r o w a d z o n o  szereg modyfikac ji  
ODN,  d o ty czą cych  przede  wsz ys tk im  szkieletu cu- 
k r ow o- fos fo ranow ego .  Zas tąp ie n ie  w szkielecie a to ­
mu t lenu przez  s ia rkę  p o w od u je  powstan ie  fosfotio- 
lowych a n a lo g ó w  O D N  (PS -O D N ) ,  odpornych  na 
dz ia łanie  3 ’—» 5 ’ egz onuk leaz ,  s tabi lnych w p łynach  
u s t r o jow ych i ł a tw o  pobie ra nych  przez komórki  p ra ­
wid ło we i n o w o t w o r o w e  zar ów no in vitro j a k  i in 
vivo  [93], P S - O D N  m o g ą  specyf iczn ie hybrydyzo-  
wać z DN A  i R N A .  Po po łączen iu  PS -O D N  z RNA 
nas tępuje  t r aw ienie  h y b ryd y  przez  R N a z ę  H, pr o ­
w adzące  do z a h a m o w a n i a  ekspres j i  genu w t ra n­
skrypcji .  O l i g o n u k le o ty d y  an ty sens owe  m o g ą  być z

'S trategiom a n t y s e n s o w y m  p o ś w i ę c o n o  w  „P o s tę p a c h  B io ch e m ii"  artykuły  w  n u m erach  3 9 ( 4 ) ,  4 0 ( 3 ) ,  4 4 ( 2 )  i 4 4 (4 ) .
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p o w od zen ie m  s to sow ane  do ha m o w an ia  ekspresj i  
PAI-1 i uP AR,  k tórych  po d w y ż s z o n y  poz iom,  co z o ­
stało ju ż  podkreś lone ,  tow arz ys zy  wielu chor ob om  
no w o tw o ro w y m .  W  zespole  j e d n e g o  z au to rów zsyn-  
te tyzowano i za s to sow ano  do ha m o w an ia  ekspresj i  
PAI-1 o l igon uk leo tydy  oraz ich analogi ,  które były 
ko m ple me nta rne  do obszaru  m R N A  p o p r z e d z a ­
ją cego  kodon startu [94-96],

Morfo logia  ko m ó rek  ludzkiego  g le jaka  t ransfeko-  
wanych  a n ty sens ow ym i  o l igonu kleo tyd ami  ulega  
zmianie ,  czego k o n s e k w e n c j ą  jes t  defo rmacja  cy- 
toszkicletu oraz zm ni e js zon a  inwazyjność  [97, 98], 
W kom órk ach  tych obse rwuje  się równ ież  z w i ę k ­
szoną  ekspresję  in tegryny  a 3Pi,  co sugeruje,  że in w a ­
zja tych ko m ó re k  w y m a g a  skoordynowane j  ekspresj i  
uPAR i integryn.  K om ór k i  g le jaka linii SN B19 ,  c h a ­
rak te ryzującego  się w y s o k im  s topniem inwazyjno-  
ści, po t ransfekcj i  w e k to r e m  zdolnym do ekspresj i  
an tysensow ego t r anskryptu  k o m p le m ent a rn ego  do 
300 zasad na końcu  5 ’ genu  uPAR, charak te ryzowa ły  
się obn iż on ym  p o z i o m e m  uPAR oraz z m ni e j sz on ą  
inwazyjnośc ią .  P od obne  wynik i  uzyskano  dla k o m ó ­
rek ludzkiego mi ęsa ka  kośc i t r ansfe kow anego tran- 
sk ryptem m R N A  k o m p le m e n ta r n y m  do 1021 zasad 
na końcu 3 ’ genu  u PA [99],

V-2. Strategie antysensowe skierowane na ekspresję  
integryn

Udzia ł  receptorów in t eg rynow ych w pa togenez ie  
chorób,  w k tórych wys t ępuje  zaburzenie  regulacj i  
adhezj i  i migrac ji  kom órek ,  określa  je  j ak o  pot enc ja l ­
ny cel t e rapeutyczny  w tych chorobach .  Dotychczas  
uzyskane  wynik i  wskazują ,  że inak tywacja  integryn 
p ły tkowych,  ko m ór ek  ś ródbłonka  lub mięśni  g ła d ­
kich może  zapobieg ać  zakrzepicy  lub res tenozie,  
czyli  nawrot owi  zw ężen ia  tętnic w miejscu  w y k o n y ­
wania  angioplastyk i .  O p ra c o w a n o  szereg nisko-  
cząs tcczkowyc h inh ibi torów receptorów in te g ry no­
wych zawiera j ących  se kwen cję  RG D lub w y k a ­
zu jących  s t ruk tura lne  p odobi eńs tw o do pol ipcpty-  
dów RGD,  które odw raca ln i e  b loku ją  oddz ia ływ anie  
ko mó re k  z ECM.  Inhibi tory n i skocząs te czkow c c h a ­
rak te ryzują  się je d n a k  kró tk i m ok resem pó ł t rwania  i 
dla po lepszenia  ich właśc iwoś c i  p róbuje  się s to so ­
wać  wy m ie ni ane  j u ż  dez integryny ,  p ep t ydom im e ty -  
kę oraz przec iwcia ła  m o n ok lo na ln c  [77], Opisano  
wiele syn te tycznych  związków,  o budo w ie  p rz e ­
strzennej  p rzypom ina jące j  s t rukturę po l ip ep ty dó w 
RG D i K Q A G D ,  które m a j ą  właśc iwośc i  p rzec iwza-  
krzepowc.  Działan ie  tych leków jes t  sk i e rowane  na 
b lokowanie  receptorów,  k tóre uległy ju ż  ekspresj i .  
Taka terapia mo że  p ro wad zić  do t rudnych  do p r z e w i ­

dzenia  konsekwenc j i ,  b o w ie m  związanie  ni- 
sk oc ząs te czk ow ego l iganda  z r ecep to rem  integryno-  
w y m  może:  (a) zmienić  ak ty wno ść  r ece pt or ow ą  p o ­
zostałych  integryn,  dop ro wadza ją c  do n i epo ż ą d a n e ­
go fenotypu  ko m ó rk o w e g o ;  (b) wy woła ć  szereg 
zmian  k o n for m acy jn yc h  w cząs teczce  receptora,  
p rz ekazyw an yc h  poprzez  d o m e n y  cy t op lazm aty czne  
do w nęt rza  komórki ,  gdz ie  przy  udz ia le układu  kinaz 
b ia łk owyc h i białek Ras w y tw o rz o n a  zostaje seria 
sygn ałów  m o d yf ik u j ących  funkc je  innych re cep to ­
rów in t eg rynowych.  Pro cesy  te m o g ą  prowa dz ić  do 
n ie oczeki w an ych  e f ek tów b io log icznych  [21], np. 
p rzec iwciała ,  które b l okuj ą  a vp 3 m o g ą  jedno cześn ie  
h am o w ać  f agocyto zę  z a le żną  od a 5p i , zaś przy ł ącza ­
nie inh ib itora przez  a 4Pi znosi  ekspres ję  metalopro-  
teaz z a le żn ą  od 51. B l ok ow an ie  a.nbp 3 inh ibi torami 
n i sko cząs te czk ow ymi ,  ha mu je  równ ież  adhez ję  do 
f ib ronektyny ,  o d b y w a ją c ą  się za po średn ic tw em  
a 5Pi; z kolei  pep tydy  z s ekw encj ą  do m e n  w e w n ą t r z ­
k o m ó r k o w y c h  podj ed nos te k  p h a m u j ą  równoleg le  
ak tyw ac ję  k o m ó re k  [22], od twarzanie  ma cierzy  oraz 
mi grac ję  komórek .  Brak  tak ich właśc iw ośc i  w w y ­
izo lowanych  in tegrynach  sugeruje,  że do m en y  cyto- 
p la zm atycznc  podj ed nos te k  b io rą  bezpośredni  
udział  w h a m o w a n iu  funkcj i  receptorowej.  W p o s z u ­
k iwaniu  leków po z b a w io n y c h  takich ogran iczeń  z a ­
s tos owano  an tysenso we o l igonukleo tydy .

Ekspres ja f ib ronektyny  i jej receptora  w fibrobla-  
stach podl ega  wspólne j  regulacj i ,  z kolei  TGF -P in­
dukuje zwiększ eni e  z ró żn ico wan ia  fenotypu  w ko ­
m órkach  linii raka jel i t a  g rubego  i zwiększa  eksp re ­
sję f i b ronektyny  i jej  receptora.  Za s to so wani e  anty- 
sensowych  o l ig onuk le o ty dó w m R N A  f ibronektyny 
b lokuje  indukcję  f ib ronekty ny  w y w o ła n ą  przez  
TG F-p .  W  ten sposób T G F- P nie jes t  w stanic ani 
po dw yższ yć  ekspres ji  a 5Pi, ani zwiększyć  adhezj i  
k om órek  rako w yc h do f i b ronektyny  z loka l izowanej  
w E C M  [100],

Gen kodu jący  pod je dno s t kę  p, mo że  ulegać a lter ­
n a t y w n em u  sk ładaniu  dając p o d je dnos tk ę  p )C, za ­
wie ra jącą  u n ik a tow ą  sek we nc ję  48 am in o k w a só w  
[101], War iant  ten ulega ekspresj i  w komórkach  
nabłonka  ludzkiego  gruczołu  k ro k o w e g o  razem z in­
h ib i torem cyklu k o m ó r k o w e g o  p 2 7 ( k ip l ) .  Ut rata 
tego os ta tn iego koreluje z n i eko rz ys tn ą  p rog nozą  w 
raku prostaty.  H am u ją cy  w p ły w  p lc na prol i feracje 
k om órek  mo że  być  ca łkowic ie  zn ies iony  przez za s to ­
sowanie  an ty sc nso wych o l igo nu kl eo ty dó w dla 
p2 7 (k ip l ) .  Wskazuj e  to na spe cyf iczny  mechani zm  
h am o w an ia  procesu  przez  in tegryny i ukazuje rolę 
Pic ja k o  regula tora  ekspresj i  p27,  czyniąc  tę p o d je d ­
nostkę  p o te nc j a ln ą  ta rczą w an tysensowej  terapii  
raka prostaty.
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VI. Uwagi końcowe

Migr ac ja  ko m ó re k  w o rg an izm ach  w i e l o k o m ó r ­
kow ych w y m a g a  sk oo rd y n o w an eg o  i u k i e ru n k o w a ­
nego odd z ia ły w an ia  ko mó re k  miedzy  sobą  i z ECM.  
A dhe z j a  ko m ó rek  do E C M  zachodzi  g łównie przy  
udz ia le  integryn.  Z aburz en ia  procesów  migrac ji  i a d ­
hezji  kom órek ,  t owarzys zące  wie lu  s tanom c h o ro b o ­
wym,  w tym n o w o t w o r o m  z łoś l iwym,  m oż na  wiązać 
z n i e p ra w id ło w y m  p o z io m e m  ekspresj i  integryn.  
K om órki  n o w o tw o r o w e  są zdolne do ekspresj i  inte ­
gryn,  a ich po z io m  jes t  zazwycza j  różny od poz iom u 
w ko m ó rk a c h  pr aw id ło wyc h ,  z k tórych się wywodzą .  
Poz io m ekspresj i  in tegryn w kom ór ka ch  n o w o t w o r o ­
wych częs to m o ż n a  pow iązać  z ich fenotypem,  w 
szczególnośc i  z cechami  okreś la jącymi  stopień in- 
wazyjn ośc i  i zdolnośc i  do tworzenia  przerzutów.  
Stwarza  to z jedne j  s t rony mo ż l iw ość  wykorzys tan ia  
in tegryn ja k o  m a rk e ró w  prognos tycznych ,  z drugiej  
zaś wp ły wa n ia  na przebieg  choroby  now otworow ej  
poprzez  regulo wanie  funkcj i  tych receptorów.  Z r ó ż ­
n ic owan ie  in tegryn i różnorodn ość  wza je m ny ch 
po wi ązań  między  nimi sprawia,  że w chwili  obecnej  
nic mo żn a  us tanowić  ogólnej ,  j ed no zn aczne j  za le ­
żnośc i p o m iędz y  c ha rak t e ry s ty ką  integryn i k l in ic z­
nymi  w y z naczni kam i  c hor oby  nowotworowej .  W d o ­
tychczas zbadanyc h  p rzypa dkach  wi docz ny  jes t  si l ­
ny zw iązek  p o m iędz y  integrynami  i uk ładem ak ty ­
wacji  p lazm inogenu,  który od gr yw a w a ż n ą  rolę w 
progres ji  nowotworów.  S twarza  to możl iwość  z a ­
równo p rog no zow an ia  przebiegu  nowotworów,  j a k  i 
po s t ępo w an ia  te rapeutycznego ,  zmierza jącego  do 
h a m o w a n ia  inwazyjnośc i  i zdolnośc i  do tworzenia  
przerzutów.  W z a j e m n e  powiąz an ia  po m ię dzy  inte ­
grynami  sprawiają,  że terapia zmierza jąca  do h a m o ­
wania  progresj i  no w ot w orów ,  po lega jąca  na zmianie  
właśc iwośc i  p o j edy nc zyc h  in tegryn może  przynos ić  
n ie pr zewid yw alne  skutki .  Dla tego też regulac ja  e k s ­
presji  na poz io mie  t ranskrypc j i  w yb ra nych  integryn 
wyda je  się być bezpiecznie j sza .  Regulac ja  taka może  
być p r z epr ow adz on a  przez  zas tosowanie  antysenso-  
wych  o l igonukleo tydów.  Po n ie w aż  dla inwazj i  i mc-  
tas tazy now otworów ,  obok  adhezj i  i migracj i  k o m ó ­
rek rakowych,  koni eczne  jes t  także dz ia łanie e n z y ­
m ó w  pro teo l i tycznych ,  s t rategia an tys ensowa sk ie ­
rowana  na integryny  i sk ładniki  układu  aktywacji  
p la zm in ogen u  m oże  być sku te cz ną  te rapią  og ran i ­
cza jącą  progres ję  n o w o t w o r ó w  złośl iwych.

Artykuł otrzymano 2$ czerwca 1999 r.
Zaakceptowano cło druku 25 sierpnia 1999 r.

Piśmiennictwo

1. H y n e s  R O  (1 9 9 2 )  C eli 69: 1 1-25
2. F r i e d  1 P ,  B r o e k c r  E B ,  Z a n k  e r  K S  (1998)  C eli A dhes

Com m un  6: 2 2 5 -2 3 6
3. C a p m a n y  G , M a r t  M , S a n t a 1 o J , B o l t o n  V N  (1998)  

M ol Hum R ep ro d  4: 9 5 1 -9 5 6
4. Z a c h a r y I (1 9 9 7 )  Int J  B lochem  C eli B u d  29: 9 29 -934
5. P e r k s  C M ,  G i l l  Z P ,  N e w c o m b  P V ,  H o l l y  J M  (1999)  

B r J  C a n cer  79: 701 -7 0 6
6. P o 1 1 m a n M J , N a u m o v s k i  L , G i b b o n s  G H  (1999) C ir­

cu la tion  99: 2 0 1 9 -2 0 2 6
7. D e  l a  F u c n t c M T ,  C a s a n o v a  B , G a r c i a - G i l a  M , 

S i l v a  A , G a r c i a - P a r d o  A (1 999)  Leukem ia  13: 266-274
8. H y n e s  R O  (1 9 8 7 )  C ell  48: 549 -5 5 4
9. C i e r n i e  w s k i  C S  (1 9 9 4 )  P o s tę p y  B ioch em ii 40: 45-54
10. G o l d b r u n n e r  R H ,  B e r n s t e i n  J J ,  T o n n  J C  (1998)  

M icro sc  R es Tech  42: 250 -2 5 7
11. C a p  m a n y  G , M a r t  M , S a n t a 1 o J , B o l t o n  V N  (1998)  

M o l Hum R ep ro d  4: 9 5 1 -9 5 6
12. F r i e d l  P ,  B r o c k e t  E B ,  Z ä n k e r  K S  (1998)  C ell A dhes  

Com m un  6: 2 2 5 -2 3 6
13. R u o s l a h t i  E,  P i e r  s c h  b a c h  e r  M D  (1987)  Science  238:  

491 -4 9 7
14. G i n s b e r g  M H ,  L o f  t u s J C ,  P l o w  E F (1 988)  Throm b H a­

em o st  59: 1-6
15. E 1 i c e s M J , H e m 1 e r M E  (19 8 9 )  P ro c  N a tl A ca d  Sei USA  86: 

9 9 0 6 -9 9 1 0
16. G u a n  J L  (1 9 9 7 )  Int J  B ioch em  C e ll B io l 29:  1085-1096
17. C h i - R o s s o  G , G o t w  a 1 a P J , Y a n g  J , L i n g  L , J i a n g 

K ,  C h a o  B ,  B a k e r  D P ,  B u r k l y  L C .  F a  w e l l  S E ,  K o ­
t e  l i a n s k y  V E  (1 9 9 7 )  J  B io l Chem  2 7 2 : 3 1 4 4 7 - 3 1 4 5 2

18. R u o s l a h t i  E ,  N o b l e  N A ,  K a g a m i  S ,  B o r d e r  W A
(1994) K id n ey  Int 45:  17-22

19. A 1 b e d a S M  (1 9 9 3 )  L a b  In vest  265: 4-17
20. L e a v e s l e y  D I ,  F e r g u s o n  G ,  W a v n e r  E,  C h e r e s h  

D A ( 1 9 9 2 ) , /  C ell B io l 117: 1101- 1107
2 1. W  u C , K c i g h 1 1 e y  S Y ,  L e u n g - H a g e s t e i j n  C , R a - 

d e v a G , C o p p o 1 i n o M , G o i c o e c h e a  S , M c D o n a l d  
J A ,  D c d h a r  S ( 1 9 9 8 ) . /  B io l Chem  273: 5 28 -536

22. C o p p o 1 i n o M G ,  W  o o d s i d e M J , D e m a u r c x  N , 
G r i n s t e i n S , S t - A  r n a u d R , D e d h a r S (1997) N ature  
386: 843 -847

23. S h i b a y a m a  II ,  A n z a i N , B r a u n  S E , F u k u d a S , 
M a n t e l  C , B r o x m c y c r  H E  (1 999)  B lo o d  93: 1540-1548

24. C h e n Q , K i n c h N S ,  L i n  T H ,  B u r r i d g e K , J u 1 i a n o 
R L (1 994)  J  B io l Chem  269:  2 6 6 0 2 -2 6 6 0 5

25. S h a l l e r  M D ,  O t e y  C A ,  H i l d e b r a n d  J D , P a r s o n s  
J T (1995)  J  C e ll B iol 130: 1181- 1187

26.  P a r s o n s J T , S c h a 1 1 e r M D ,  H i l d e b r a n d  J , T z h e n - 
g - H o r n g  L , R i c h a r d s o n  A , O t e y C (1 9 9 4 ) . /  C ell Sei 19: 
109-113

27. S c h l a e p f e r  D D ,  H a n k s  S K ,  H u n t e r  T ,  v a n  d e r  
G e e r  P (1 9 9 4 )  N atu re  372: 786-791

28. L a w  D A ,  N a n n i z z i - A  1 a i m o L , P h i l l i p s  D R  ( 1 9 9 6 ) , /  
B io l C hem  271: 1081 1-10815

29. D o r a h y D J ,  B e r n d t M C ,  B u r n s  G F (1995)  Biochem  J  
309: 4 8 1 -4 9 0

30. C 1 a r k E A  , B r u g g e J S (1 9 9 3 )  M o lec  C ell B io l 13: 1863-1871
3 1 . F o x  J E ,  L i p f c r t  L ,  C l a r k  E A ,  R e y n o l d s  C C ,  A u ­

s t i n  C D ,  B r u g g e  J S  (1 9 9 3 )  J  B io l Chem  268: 25 973-25  984
32. C 1 a r k E A , S h a 11 i 1 S J , G i n s b e r g M H ,  B o l e n  J , 

B r u g g e  J S  (1 9 9 4 )  J  B io l Chem  2 6 9 : 2 8 8 5 9 - 2 8 8 6 4
33. L i p f  e r t L , H a i m o v i c h  B , S c h a l l e t  M D ,  P a r s o n s  

J T ,  B r u g g e  J S  (1 9 9 2 )  J  C e ll B io l 12: 9 05 -912
34. D a s h  D ,  A e p f e l b a c h e r  M ,  S i e s s  W (1995)  FEBS L ett 

363: 231 -234
35. C h a n  B M C ,  K a s s n e r  P D ,  S c h i r o  J A ,  B y e r s  H R .  

K u p p e r T S ,  l l e m l e r  M A  (1 9 9 2 )  C ell 68: 1051 -1060
36. S t r e u 1 i C H ,  B a i 1 c y  N  , B i s s e 11 M J (1991)  J  C ell B iol 

115: 1385-1395
37. E r i c k s o n  C A  (1 9 8 7 )  D e v  B io l 120: 38-49

PO STĘPY BIOCHEM II 45(4), 1999 247http://rcin.org.pl



38. F a u 11 R J , G i n s b e r g  M FI (1995)  Stem  C ells  13: 38-46
39. B l o c k  K L ,  P o n c z  M (1995)  Stem  C ells  13: 135-145
40. T a n g D G , H o n n K V  (19 9 5 )  Invasion  M eta s ta s is  14: 109-122
41. H o n n  K V ,  C h e n Y  Q , T i m a r J , O n o d a J M ,  H a t ­

f i e l d  J S ,  F l i g i e l  S E ,  S t e i n  e r t B W ,  D i g l i o  C A ,  
H u a n g  S , C h a k r a b a r t y  S (1994)  I n tJ  C ancer  57: 742-746

42. T a n g  D G ,  O n  o d a  J M ,  S t e i n  e r t  B W ,  G r o s s i  I M ,  
N e l s o n  K K (1 9 9 3 )  Int J  C a n cer  54: 338-347

4 3 . T r i k  h a  M ,  T i m a r  J,  L u n d y  S K ,  S z e k e r e s  K,  C a i  
Y , P o r t e r  A T ,  H o n n  K V  (1997)  C a n cer  R ev  57: 2522-2528

44. C a l v e t e  JJ  (1994)  T hrom b H a e m o st 72: 1-15
45. S h a t t i l  S J ,  G i n s b e r g  M I I ,  B r u g g e  J S  (1994)  C urr  

O pin C ell B iol 6: 6 9 5 -7 0 4
46. T r i k h a M , T i m a r  J , L u n d y  S K ,  S z e k e r e s  K , T a n g  

K , G r i g n o n  D ,  P o r t e r  A T ,  H o n n  K V  (1996)  C ancer R es 
56: 5071-5078

47. O l e k s o w i c z  L ,  M o r a w i e c  Z ,  S c h w a r t z  E,  K h o r s -  
h i d i  M ,  D u t c h e r J P ,  P u z k i n  E (1 9 9 5 )  Throm b R es  79: 
261-274

48.  C h i a n g  H S ,  P e n g  H C ,  FI u a n  g T F  (1994)  B iochim  
B iophys A cta  1224: 5 06 -515

49.  L e a v e s l c y  D I ,  S c h w a r t z  M A ,  R o s e n f e l d  M ,  C h e -  
r e s h  D A  (19 9 3 )  J  C e li B io l  121: 163-170

50. B a c h  T L ,  B a r s i g i a n  (3,  C h a ł  u p o w i e ź  D G ,  B u s i e r  
D ,  Y a e n  C H ,  G r a n t  D S ,  M a r t i n e z  J (1998)  Exp C ell Res 
238: 3 24 -334

51. S e n g  e r D R ,  C l a f e y  K P ,  B e n e s  J P ,  P e r r u z z i  C A ,  
S c r g i o u A P , D e t m a r  M (1 9 9 7 )  P ro c  N a tl A c a d  S c i U SA  94: 
13612-13617

52. E l i c e i r i  B P ,  K l e m k e  R ,  S t  r o m b  l a d  S ,  C h e r e s h  
D A  (1998)  J  C eli B io l  140: 1255-1263

53. S t r o m b l a d  S ,  B e c k e r  J C ,  Y e b r a  M ,  B r o o k s  P C ,  
C h e r e s h  D A  (1 996)  J  C lin  In vest  98: 4 26 -433

54. H a r p e r  J W ,  A d a m i  G R , W  e i N , K e y o m a r s i  K , E 1 - 
l e d g e  S J (1 993)  C eli 75:  805 -8 1 6

55. B o u d r e a u  N ,  W e r b  Z ,  B i s s e l l  M J  (1996)  P ro c  N a tl  
A ca d  Sci USA 93: 3 5 0 9 -3 5 1 3

56. B r o o k s  P C ,  S t r o m b l a d  S ,  S a n d e r s  L C ,  v o n  
S c h a l s c h a  T L ,  A i m  e s  R T ,  S t e t l e r - S t e v e n  s o n  
W G ,  Q u i g l e y  J P , C h e r e s h  D A  (1996)  C eli 85: 683-693

57. B r o o k s  P C ,  S i l l c t t i  S ,  v o n  S c h a l s c h a  T L ,  F r i c -  
d l a n d e r  M ,  C h e r e s h  D A (1 9 9 8 )  C eli 92: 391 -4 00

58. D a m  i a n o  J S ,  C r e s s  A E ,  H a z l c h u r s t  L A ,  S h t i l  
A A ,  D a l t o n  W S  (1 9 9 9 )  B lo o d  93: 1658-1667

59. B a t e s  R C ,  E l i t h  C A ,  T h o r n e  R F ,  B u r n s  G F  (1998)  
C eli A dhes Coinm un  6: 21-38

60.  M a 11 e r M L ,  Z h a n g  Z , N o r d s t c d t C , R u o s 1 a h t i E
(1998)  J  C e li B io l 141: 1019-1030

61. B u c k 1 e y C D ,  P i l l i n g  D , H e n r i q u e z  N V  , P a r s o n a ­
g e  G , T h r e 1 f  a 11 K , S c h e e l - T o e l l n e r  D , S i m m o n s  
D L ,  A k b a r  A N ,  L o r d  J M ,  S a l m o n  M ( 1 9 9 9 ) N ature  
397: 534-549

62. M e y  e r T , H a r t  I R  (1 9 9 8 )  E ar J  C a n cer  34: 214-221
63. O h n i s h i T , A r i t a N , H i r a g a S , T a k i  T , I z u m o t o  S , 

F u k u s h i m a  Y , H a y a k a w a  T (19 9 7 )  C l in Exp M etasta s is  
15: 538-546

64. L a n g  S M ,  C l a r k e  N W ,  G e o r g e  N J ,  T e s t a  N G  (1997)  
Clin Exp M eta sta s is  15: 218 -2 2 7

65. M i  tj  a n s  F ,  S a n d e r  D ,  A d  a n  J (1 9 9 5 )  J  C eli Sci 108:  
28 2 5-2838

66. G 1 a d s o n C L  (1 9 9 6 )  J  N eu ro p a th o l Exp N eu ro l 55: 1143-1 149
67. D e d h a r  S ,  S a u l n i e r  R (1 9 9 0 ) J  C eli B io l 110: 4 81 -489
6 S . C i o c e  V ,  C a s t r o n o v o  V ,  S h m o o k l e r  B M ,  G a r b i -

s a  S ,  G r i g i o n i  W F ,  L i o t t a  L A ,  S o b c l  M ( 1 9 9 1 ) . / N atl 
C an cer Inst 83: 29 -36

69. R u i z P , D u n o n  D , S o n n e n b e r g  A  , I m h o f  B A (1993)  
C ell A dhesion  C om m un  1: 67-81

70. N a t a l i  P G ,  N i c o t r a  M R ,  B o t t i  C ,  M o t t o l c s e  M,  
B i g o t t i  A ,  S c g a t t o  O (1992)  B r J  C a n cer  66: 318-322

71. B ł a s i a k  J,  S m o l a r z  B ,  P i e s t r z e n i e w i c z  D (1999)  
P ostępy  B ioch em ii 45: 4 2 -5 0

72. V o g e l  m a n n  R ,  K r e u s e r  E D ,  A d l e r  G ,  L u t z  M P
(1 9 9 9 )  Int J  C a n cer  80: 7 91 -795

73. A n d r e a s e n  P A ,  K j o l l e r  L ,  C h r i s t e n s e n  L ,  D u f f y  

M J  (1 9 9 7 )  Int J  C a n cer  72: 1-22
7 4 . K j o l l e r  L ,  K a n s e  S M ,  K i r k e g a a r d  T ,  R o d e n b u r g  

K W ,  R o n n c  E ,  G o o d m a n  S L ,  P r e i s s n e r  K T ,  
O s s o w s k i  L ,  A n d r e a s e n  P A  (1997)  Exp C e ll Res 232: 

4 2 0 -4 2 9
75. X u e  W ,  H a s h i m o t o  K ,  T o i  Y  (1998)  J  Cutan P a th o l  25: 

4 6 9 -7 4
76. H i e k e n  T J ,  R o n a n  S G ,  F a r o l a n  M ,  S h i l k a i t i s  

A L ,  D a s  G u p t a  T K  (1999)  C a n c er  85: 375 -3 8 2
77. N i p J ,  R a b b a n i  S A ,  S h i b a t a  H R ,  B r o d t  P ( 1 9 9 5 ) 7  

Clin In vest 95: 2 0 9 6 -2 1 0 3
78. S a n t o s  C L S ,  G i o r g i  R R ,  F r  o c h  t e n  g a r t e n  F ,  

E l i a s  M C Q B ,  C h a m m a s  R ,  B r e n t a n i  R R  ( 1 9 9 4 ) I n t J  
Clin L ab  R es  24: 148-153

79. L u n d s t r o m  A  , H o l m b o m  J , L i n d q v i s t C , N o r d -  
s t o r m  T (1 998)  B ioch im  B ioph ys R es C om m un  250:  735 -7 4 0

80. C o p  p o l i n  o M ,  M i g l i o r i n i  M ,  A r g r a v e s  W S ,  D e d ­
h a r  S (1995)  B ioch em  J  306: 129-134

81. G o u l d  R J ,  P o  l o k o  f f  M A ,  F r i e d m a n  P A ,  H u a n g  
T F ,  H o l t  J C ,  C o o k  J J ,  N i e w i a r o w s k i  S (1990)  P roc  
S oc Exp B io l M ed  195:  168-171

82. G i a n c o t t i  F G ,  R u o s l a h t i  E (1990)  C ell  60: 849 -8 5 9
8 3 . Z u t t e r  M M ,  S a n t o r o  S A ,  S t a a t z  W D ,  T s u n g  Y L

(1 995)  P ro c  N a tl A c a d  S c i USA 92: 741 1-7
84. P a s q u a l i n i  R ,  B o u r d o u l o u s  S ,  K o i v u n e n  E ,  W o ­

o d s  V ,  R o u s l a h t i  E (1996 )  N atu re  M ed ic in e  2 : 1 1 9 7 - 1 2 0 3
8 5 . T o n n  J C ,  W u n d e r l i c h  S ,  K e r k a u  S ,  K l e i n  C E ,  R o - 

o s c n  K (1998)  A n tica n cer  R es  18: 2 5 9 9 -2 6 0 5
86. P a l e c e k  S P ,  L o f t  u s  J C ,  G i n s b e r g  M H ,  L a u f f e n -  

b u r g e r  D A ,  H o r w i t z  A F  (1 9 9 7 )  N atu re  385:  537 -5 4 0
87. K i m  L T ,  Y a m a d a  K M  (1997)  P ro c  Soc Exp B io l M ed  214:  

123-131
88. M a c m u r a  M ,  A k i y a m a  S K ,  W o o d s  V L ,  D i c k s o n  

R B  (1 995)  Clin Exp M eta sta s is  13: 223 -235
89. C h a r p i n C ,  G a r c i a  S ,  B e r g e r  e t  D ,  A n d r a c  L,  H o r -  

c h o w s k i  N ,  C h o u x  R ,  L a v a u t  M N  ( 1 99 8 )  Br J  C an cer  

77: 2 2 7 4 -2 2 8 0
90. C h e n  G ,  O h  S ,  M o n i a  B P ,  S t a c e y  D W  (1 996)  J  B io l  

C h a n  271: 28  2 5 9 -28  265
91. M o n i a B P  (1997)  C iba  F ound  S ym p  209: 107-1 19
92. W c b b A , C u n n i n g h a m  D , C o t t e r  F , C l a r k e  P A ,  d i 

S t e f a n o  F,  R o s s  P,  C o r b o  M ,  D z i e w a n o w s k a  Z 
(1 997 )  L an ce t 349: 1137-1141

93. B i s h o p  M R ,  J a c k s o n  J D ,  T a r a n t o  I o  S R ,  O ’ K a ­
ir e - M u r p h y  B , I n v e r s e n  P L ,  B a y e v e r  E , J o s h i 
S M ,  S h a r p  J G , P i e r s o n  J L , W  a r k e n t i n P I ,  A r m i -  
t a g e  J O ,  K e s s i n  g e r  A  (1997)  J  H em a to th er  6: 441 -446

94. L e  B e a u  M M  ( 1 9 9 7 )  W :  D e V i t a  J V T ,  H e l l  m a n  S ,  
R o s e n b e r g  S A  (red) C an cer: P r in c ip les  a n d  P ra c tic e  o f  O n co­
logy . Lippincott-Ravcn,  Philadelphia, str. 103

95. B o r a 1 A L ,  D e s s a i n S , C h a b n e r B A (1 9 9 8 )  C an cer  Che- 

m o th er  P h a rm a co l 42: S3-S21
96. C i e r n i e w  s k i C S ,  B a b i ń s k a  A , Ś w i ą t k o w s k a  M . 

W i l c z y ń s k a  M , O k r u s z e k  A , S t e c  W (1995)  E ur J  B io ­
chem  227: 4 9 4 -4 9 9

97. W y  r o b a E , P a w ł o w s k a  Z , K o b y l a ń s k a  A , P 1 u s k o - 
t a  E , M a s z e w s k a  M , S t e c  W  J , C i e r ń  i e w s k i  C S
(1 9 9 6 ) B io l C eli 87: 37-43

98. S t e c  W J ,  C i e r ń  i e w s k i  C S ,  O k r u s z e k  A ,  K o b y l a ­
ń s k a  A ,  P a w ł o w s k a  Z ,  K o z i o ł k i e w i c z  M ,  P 1 u - 
s k o t a  E ,  M a c i a s z e k  A ,  R ę b o w s k a  B ,  S t a s i a k  M
(1997)  A n tisen se  N u c le ic  A c id  D ru g  D e ve lo p  7: 567-573

99. Q u a 11 r o n e A , F i b b i G , A  n i c h i n i E , P u c c i  M , Z a - 
m p e r i n i A  , C a p a c c i o 1 i S , D e l  R o s s o  M (1995)  C an ­
c e r  Res 55: 90-95

100. C h i n t a 1 a S K , M o h a n a m  S , G o  Y , V  e n k a i a h B , 
S a w  a y  a R,  G o k a s l a n  Z L ,  R a o  J S  (1997)  M ol C arc in og  
20: 355 -3 6 5

101. H a e c k e l  C ,  K r u e g e r  S ,  R o e s s n e r  A  (1998)  Int J  C an­
c er  77: 153-160

248 PO STĘPY BIOCHEM II 45(4), 1999
http://rcin.org.pl
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I. Wstęp

Pro tcogl ikany  s ta now ią  n ie je dnorod ną  grupę  gli- 
koprotcin.  Związki  te w y s t ęp u ją  za ró wno  w e w n ą t r z ­
k om ó rk o w e ,  ja k  i w przest rzen i  poz akom órkowej .  
Ich cząsteczki  buduje  rdzeń  p ol ip ep ty dow y  z k tórym 
poprzez  wiązania  O- lub /V-glikozydowc łączą  się 
o l igosacharydy  oraz zm ie nn a  l iczba łańcuchów gli- 
ko z o am in og l ik anó w  (GAG).  B u d o w ę  i funkc je  d o ­
brze do tychczas  scha ra k te ry zo w any ch  proteogl ika-

'Dr., 2prof. dr hab., Instytut Biochemii, Katedra Cytobiochemii 
UŁ, Zakład  B iochem ii M edycznej,  ul. Banacha 12/16, 
90-237 Łódź
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stics
VII.Concluding remarks

nów p rz e d s ta w io n o  w yczer pu ją co  na łamach  „P o stę ­
p ó w  B io c h e m ii” [1-3].

J ed nym  z t r a n s m c m b r a n o w y c h  pro teogl ikanów 
jes t  an tygen  C D 4 4  k o m ple ksu  różn icu jącego  leuko­
cytów (ang. C lu s te r  o f  D ifferen tia t ion)  wykry ty w 
1982 roku [4], W  l i teraturze ten proteogl ikan jest  
op is yw any  j a k o  h o m in g  r e cep tor  l imfocytów (gp90),  
g l ikopro te ina  fagocy tu jąca  1 ( p g p - 1 ; phagocyt ic  g ly­
copro te in  1), r eceptor  III m ac ie rz y  z e w n ą t r z k o m ó r ­
kowej  (ang.  E x tra c e l lu la r  M a tr ix  R ecep tor  III) czy 
receptor  k w asu  h ia lu ro n o w c g o  (HA)  (ang. H yaluro-  
nan Cell A d h e s io n  M o le c u le , H - C A M )  [5-9]. R ó ż n o ­
rodność  w n a z e w n ic tw ie  an tyg enu  CD 4 4  (o p is y w a­
nego  równ ie ż  jako białko C D 44 )  wyn ika  z faktu,  że 
pełni  on szereg  funkcj i  m.in.  wa ru nk u je  um ie jsc o­
wienie  l im foc yt ów  w s t ruk turach  l imfoida lnych ,  b ie ­
rze udz ia ł  w ak tywacj i  l eukocytów,  w reakc jach z a ­
pa lnych ,  p r zy łą cza  się do kolagenu ,  lamininy,  f ibro­
nek tyn y  i soli k w a s u  h ia lu ronow cgo,  umożl iwia jąc  
kontak t  k o m ó r k a - m a c ic r z  z e w n ą t r zko m ór ko w a ,  p o ­
średniczy  w adhezj i  m i ę d z y k o m ó rk o w e j ,  uczcstni-
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czy w m orfoge nez ic  oraz w pow s ta w ani u  przerzu tów 
no w ot w o ro w y ch  [10-17],

II. Struktura molekularna CD44

Gen C D 4 4 , k tórego  s t ruk turę  op isano  w 1982 roku 
jest  zb u d o w an y  z około 50-60  kpz  i zawiera  20 ekso-  
nów  [18], U cz łowieka  je s t  u s y tu ow any  na ramieniu  
kró tszym ch r o m o s o m u  11.(11 p 13), zaś je g o  o d p o ­
wiednik  u my sz y  —  na  c h ro m o s o m ie  2. [18, 19], 
Według  ogóln ie  akc e p to w a n eg o  schemat u  s t ruktury 
genu  kodującego  an tygen  CD44,  zap ro p o n o w an eg o  
m.in.  p rzez lab ora tor ium U r s u 1 i G i i n t h c r t  [5, 
6, 10] zawiera  on 10 c ks on ów  s t anda rdow ych (ang. 
s ta n d a rd ; s) oraz 10 ck so n ó w  zm ie n n y c h  (ang. varia ­
b le ; v). Ekson y s t anda rdow e tego genu  zaw ie ra ją  in­
formację  dla syntezy tzw. s ta ndardowej  izoformy a n ­
tygenu —  CD44s ,  op isywanej  równ ie ż  symbo lem 
C D 44 H  (ang. hem atopo ie tic ) .  I zoforma ta wys tępu je  
w większości  ko m ó rek  p rawid ło wyc h;  jes t  g łó w n ą

izoform ą w l imfocytach  i ko m ór ka ch  hcmo pocty cz -  
nych.  S tanowi  p o d s ta w o w y  receptor  kw asu  hialuro-  
nowego.  Ryc ina  1 s tanowi  kompi la c ję  danych d o ­
tyczących  s t ruk tury  genu  C D 44  oraz produktu  jego 
ekspresj i  -  an tygenu  C D 4 4 ,  z uwzglę dni en iem  m o ­
ż liwośc i j e g o  modyf ikacj i .  W  genie  CD 44  eksony 
s tandardowe  z a jm uj ą  pozyc je  1-5 i 16-20, na tomias t  
eksony  zm ienne  - 6 - 1 5 .  Zapis  ten mo że  przy jąć  r ó w ­
nież inną  formę,  tj. s l - s5 ,  v l - v l 0 ,  s 6 - s l 0  u w z g lę d ­
niając pozyc je  c ks on ów  s t andar dow ych i zmiennych  
(por. Ryc. 1 a ,b). W  sposobie  za p r o p o n o w a n y m  przez  
Bor landa  i wsp.  [20] eksony  CD 44  są  ozn ak owa ne  
num eram i  od 1. do 19., zaś po m ię d z y  eksonami  5. i 6. 
zna jduje  się ckson  o p is yw any  ja k o  6a.

Podczas  ekspresj i  genu  kodują cego  antygen C D 4 4  

mo że  dochodzić  do z j awiska  a l te rna tywne go sk ła da ­
nia je g o  t ranskryptu  (ang.  alterna live  sp l ic in g ), 
zw ią zane go  z o d m ie n n y m  z ło żenie m g łównie  ekso- 
nów zmiennyc h .  To właśnie  a l te rna tywne składanie  
m R N A  C D 4 4  s tanowi  o ekspres j i  p rzez  ten pojedyn-

a) Gen CD44

I i § 3 2
• *> n . *7 ’Z . ■*'*1 -•-?» kpz 1 >.5kp? | *5 Kpz

r ~ — i ....“ t  ........
| 3 km j - .......  SKpzj.....  - | .  j ..Kpz j0 j :> >.pz | „  } j j : 1 e r i 5Kp:t 1 W «1*3 5 KP

r i  i  i  i r  i T----- t TT 1
1 2 3 
1 s 2s 3 a

4 5 6 7 8 
4s 5s 1 s.- 2v 3v

9 10 11 12 13 14 15 
4v 5v 6v 7v 8v 9v 10v

16
Gs

17 16 19 
7s Ss 9s

TM

20
10s

b)
Antygen CD44

domena zewnątrzkomórkowa

E c o ro
domena
cytoplazmatyczna

Ryc.  1. Schemat organizacji struktury genu C D 4 4  (a), transkryptu C D 4 4  i produktu jego ekspresji (b) (kompilacja  danych literaturowych [5. 23, 25]).

(a) gen C D 44  z zaznaczeniem  c k son ów  standardowych (s) i zmiennych (v) oraz dłu gości intronów (kpz);

(b) transkrypt genu C D 4 4 , w którym u w zg lędn ion o  m o ż l iw o ść  alternatywnego składania. Eksony standardowe s 1 -s 10 (1 -5, 1 6 -20) zaznaczone  

prostokątami wype łn ion ym i odpowiednio ,  kratką (peptyd sygna łow y)  i ukośnym i liniami kodują standardową izoformę C'D44s. Prostokąty za­

znaczone szarym kolorem reprezentują e ksony  zmienne ( v l - v l 0 :  6-15) ,  które w różnych kom binacjach w toku alternatywnego składania  

m R N A  dostarczają informacji dla b iosyntezy  izofonii CD44v.  Dodatkowe miejsca składania zaznaczono  strzałkami. Na rycinie zaznaczono  

schem atycznie  d om en y  zewnątrzkom órkową, transmembranową i cytoplazmatyczną antygenu C D 44  oraz m o ż l iw e  miejsca przyłączenia siar­

czanu chondroityny,  siarczanu heparanu oraz antygenu grupow ego  11 ze w skazan iem  cksonów, które kodują odpowiednie  regiony antygenu  

C D 44  w iążące  te ligandy.
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czy gen wie lu po l ip ep ty dó w o różnej  masie  czijstccz- 
kowej.  Ich m od yf ika c je  przez  g l ikozylac ję p ro w a d z ą  
do powsta n ia  wie lu g l ikoprotc in  tzw. rodziny  CD44.

W s t rukturze an tyg enu  CD 4 4  wyróżn ia  się trzy 
d om en y  (por. Ryc. Ib),  tj. ze w ną t r zk om órkow ą ,  
t r a n s m e m b r a n o w ą  i cy toplazmatyczną .  Eksony s tan­
da rdowe  s 1.-s 7. ko du ją  d o m e n ę  z e w n ą t r z k o m ó r ­
ko wą  o d ługośc i  248 amino kw asó w,  a ckson s8. —  
d o m e n ę  t r a n s m e m b r a n o w ą  (21 ami nokwasó w) .  E k ­
sony s9. i slO. m o g ą  być odm iennie  wykorzys t ane  
podczas  składania  t ransk ryptu  C D 44  co prowadzi  do 
u tw orzenia  krótkiej  (3 a m in ok w asy )  lub dłuższej  
(70 am in o k w a s ó w )  do m eny  cy toplazmatycznc j  an ty ­
genu  C D 4 4  [21], Zsy n te ty z o w a n y  na eksonach  s tan­
da rdo w yc h  pol ipeptyd  rdzeniowy,  op isy wa ny jako  
CD44 s  w yka zu je  ma sę  cząs t e c zk o w ą  około 40 kDa 
[6, 10, 22],  N a to m ias t  j e g o  ma sa  cząs t eczkowa ok re ­
ślana przez  SD S -P A G E  wynos i  80-95 kDa [21], O k a ­
zało się że za te różnice  ma sy  cząs teczkowej  CD4 4s  
o d po w ia da  in te nsywna  N-  i O-g l ikozylacja  je g o  d o ­
m eny zew n ą t r z k o m ó rk o w e j  [21], Mie jsca  A-gl iko-  
zylacji  są g łównie  z loka l iz ow ane  w segmencie  d o ­
meny ze w ną t r zko m órk ow e j  po l ipeptydu  bardziej  o d ­
d a lo nym  od d o m e n y  t r an sm em br an ow ej  zaś 
O-gl ikozylac j i  —  bliżej tej dom en y  [21], W regionie

po ło żonym  blisko d o m e n y  t ransmembra now ej  
s twierdzono ze społy  sekwencj i  wiążące  siarczan 
chondr o i t yny  (por. Ryc. 2). Jak  do tąd s tosunkowo 
n iewiele w i a d o m o  o s t ruk turze  o l igosa cha rydów 
wiążących  się z rdz eni em  b ia łk o w y m  CD44, a w y d a ­
je się, że ta mo dyf ik ac j a  w aru nku je  w znacznym  
stopniu j e g o  funkcje  [20].

Badania  gene tyczne  ujawniły,  że za równo 10 ck- 
sonów zmi enn yc h ,  jak i o tacza jące  je  eksony s tandar ­
dowe s5. i só., a także eksony  s9. i s 1 0. (kodujące  d o ­
me nę  cy t op la zm a ty czn ą )  m o g ą  łączyć  się w różnych 
komb in ac ja ch ,  zw ię ks za jąc  mo ż l iw ość  w y s tę p o w a ­
nia wie lu izoform bia łek rodz iny  CD44. U w z g lę d ­
niając dwa kryp ty czne  mie jsc a  sk ładania  w eksonach  
v3. i v l 0 .  t eo re tyc zna  l iczba m o ż l i w y c h  kombinacj i  
t ransk ryptó w genu  C D 44  p rzek ra cz a  1000 [23], D o ­
tychczas w k o m ó r k a c h  ludzkich opisano jed ynie  30 
na tura lnie  w y s tę pu ją cyc h  izoform CD 44  [ 5J. W w y ­
niku a l t e rna tyw nego  składania  p ie rwotnego  t ran­
skryptu C D 4 4  z udz i a łe m ck so n ó w  zm ien nyc h  może  
dojść do u tworzenia  m R N A  CD4 4,  na mat rycy  k tóre­
go d o m e n a  z e w n ą t r z k o m ó rk o w ą  może  zostać 
w y d łu żona  nawet  o 420 reszt  a m in o k w a s o w y c h  [6], 
Włączen ie  od c in k ó w  p e p t yd ow yc h czy pol ipeptydo-  
wych ,  kod o w a n y c h  przez  je d e n  lub więcej  cksonów

a) b)

Ryc.  2. M odel struktury izoform C D 44s  i C D 44v  

(na podstawie  [23]).

a) Izo forma C D 4 4 s  z m oż l iw ym i miejscami  

A'-glikozylacji (regiony zaznaczone kropka­

mi), O-gl ikozylacj i (struktury „drzewek”) i 
przyłączenia  łańcuchów  siarczanu chondro­

ityny (cienkie  boczne  linie). Na rycinie za­

znaczono  prostokątem (w ypełn ionym  uko­

śnymi liniami) —  błonę komórkową,  

trójkątem —  mie jsce  „wstawiania” regio­

n ów  bia łkow ych  kodowanych przez eksony  

zm ienne i dodatkową linią —  regiony  

w iązania  kwasu h ia luronowego w  N-k ońcu  

cząsteczki,  b) Izoforma CD44v.  Region  

w staw ion y  m iędzy  trójkątami stanowi pro­

dukt ekspresji cksonów  zmiennych v 2 - v l0 .  

D odatk ow e  mie jsca  potranslacyjnej m od y­

fikacji, zaznaczone w  tym regionie CD44v,  
prowadzą do powstania  obszarów o zw ię k ­

szonej hydrof i lowośc i  (linia przerywana).  
Pozosta łe  oznakowania  jak w  „a”.
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zmiennych ,  od byw a  się między  202. a 203. resztą 
a m in o k w a s o w ą  d o m e n y  z e w ną t r zko m órk ow c j  izo- 
formy C D44s  [20, 24-27] ,  Okreś len ie  sekwencji  
c D N A  ki lku g a tu nk ów  w ykaz a ło  wysoki  stopień ho- 
mologi i  k o d o w any ch  przez  nie pol ipeptydów.  J e d n a ­
kże na jwięcej  in formacji  zgr o m a d z o n o  dotychczas  o 
izoformach  CD 4 4  cz łowieka ,  szczura i myszy.  
Białka rodz iny  C D 4 4  tych ga tu nk ów  cechuje  wysoka  
homologia  sekwencj i  [10, 23]. Wynik i  badań g e n e ­
tycznych wyk aza ły ,  że w ko m ó rk a c h  ludzkich ek s ­
presji nie ulega  ckson  v l  genu C D 4 4 , choć znane  są 
izoformy tego b iałko  zawiera jące  produkt  w s p o ­
mnianego  cksonu w k o m ór kach  my sz y  i szczura  
[10], Regiony  b ia łek  rodz iny  CD44,  ko d o w an e  z 
udz ia łem e ks on ów  z m ie nnych  (tzw. izoformy 
CD4 4v)  m o g ą  u legać dalszej  gl i kozy lacj i (g łównie  
O-gl ikozylac ji ) ,  a t akże przy łą czeniu  łań cuc hó w  
siarczanu chondro i tyny ,  s iarczanu heparanu  bądź  a n ­
tygenu gru powego  H [5, 23], Anal izy  gene tyczne  
wykazały ,  że s iarczan chon dro i t yny  przy łącza  się do 
odcinka b ia łka  k o d o w a n e g o  przez  ckson  v l 0 . ,  s ia r ­
czan heparanu —  ekson  v3. na tomias t  an tygen  g r u ­
powy  H —  przez  ckson v6. (por. Ryc.  Ib). Niek tóre  
izoformy an tygenu  C D 4 4  o zn aczn y m  stopniu gliko- 
zylacji  os iąga ją  m asę  cz ą s t e c zk o w ą  1 80-220  kDa [5,
I I ,  28, 29], Izo formy CD 4 4  zawiera jące  produkty  
ekspresj i  ek so nów zm ie n n y ch  w y k ry w a  się g łównie 
w komór kach  ak tyw nie  pro! ¡ fe ru jących nabłonków,  
w zaktyw ow any ch  l imfocytach  i w ko mó rk ach  no ­
w o t w oro w yc h [ 1 0, 30-37] ,  Jedna z izoform o p i s y w a ­
na jako C D 4 4 E  (ang. epithelia l)  lub C D 44v 8-v lO ,  
dłuższa o 1 35 a m i n o k w a s ó w  od CD44s ,  osiąga m.cz.  
130-160 kDa i jest syn t e ty zow ana  w n iewielkiej  ilo­
ści w p rawid ł ow ych ko m ór ka ch  nabło nko wych,  
a w przypadku ich t ransformacj i  no w otw oro w e j  u le ­
ga nadekspresj i  [6, 17],

Wys okocząs te cz ko w c  izofo rmy pro teogl ikanu  
CD44,  zawiera jące  sekwencje  ko d o w an e  przez  inne 
cksony zm ienne  wys tę pu ją ce  w zak ty w o w a n y c h  l im ­
focytach to: C D44v6 ;  C D 4 4 v 9  i CD 44v6 -v lO ;  na to ­
miast  w ko mó rk ach  zm ien io ny ch  n o w o tw o r o w o  —  
C D44v3;  CD 44v6 ;  CD 44v4 -7 ;  C D 4 4 v 8 -1 0  i
C'D44v 10 [10, 24-31],

III. Regulacja procesu składania mRNA anty­
genu CD44

Dotychczasowe badania  wskazują ,  że synteza 
określonej  cząs teczki  rodziny CD 4 4  jes t  ko n t r o lo w a ­
na przez białka regula tor ow e (czynnik i  t r a n s ), spe ­
cyf iczne  dla ga tunku bądź  typu ko m ó re k  [38], Z a s to ­
sowanie  he te r oka r io nów  u t w or zon ych  w drodze  fu­
zji komórek  p raw id ło w y ch  i n o w o tw o r o w y c h  lub fu­

zji ko m óre k  zwierzą t  różnych  ga tu nk ów  poz wol i ło  
wykazać ,  że kont ro lę  nad p rzeb ieg i em  sk ładania  
p r e - m R N A  CD 4 4  p rz e jm u ją  czynniki  trans  w y ­
w odz ące  się z j edne j  z dwu k om ór ek  po d d aw an y ch  
fuzji. Dochodzi  w ó w cza s  do zah a m o w a n ia  syntezy 
m R N A  oraz b ia łka CD 4 4  charak te rys tycz nego  dla 
drugiego typu komórek ,  użytych do fuzji. Wynik i  te 
zos ta ły po tw ier dz on e  przez  badania  im mu nohi s to -  
chcmiczne  z za s t o so w an ie m  specyf icznych  p r z e c iw ­
ciał m o n ok lo na ln yc h  oraz technikę  RT- PC R.  P raw ­
dopodobn ie  czynnik /i  trans  k ie ru ją  p rocese m  
włączania  ko le jnych ek so nó w w k ie runku 
3 ’ ( 1 0v ) —>5 ’ ( 1 v ) , zaś w ydajnoś ć  tego procesu  ulega  
s to pn io wem u zmnie jszeniu .

Wys tępow an ie  wie lu  róż noro dny ch  izoform 
CD 44  m ożna  w y t łu m aczyć  dz ia łan iem cz yn ni ków  
trans , które r egulu ją  sk ładanie okreś lon ych  e k s o ­
nów. Przy p o m o c y  w z o rc o w e g o  układu  cksonu  v 5 ,  

oto czonego przez odcinki  int ronowc,  udało się z i ­
dentyf ikować  sek we nc je  cis  związane  z ne g a ty w n ą  
(ang. s ilencer)  i p o z y t y w n ą  (ang. enhancer)  r egu la ­
c ją sk ładania  tego cksonu  [39], D o m en a  w z m aga ją ca  
sk ładanie cksonu  v5  jest z b u d o w a n a  z dwóch f rag­
m en tów  o d ługości  około 40 nt. Jeden  z nich p o w o ­
duje indukcję  sk ładania  cksonu  v5 w linii mys iego  
ch łońiaka  LB 1 7 2.3. Proces  ten nasi la się po za s to so ­
waniu  es trów forbolu lub t ransfekcj i  o n ko ge ne m  
Ha-ras.  Dclec ja  drugiego  f ragmentu  tej do m en y  nic 
w pł yw a  na wy daj noś ć  procesu  składania  cksonu  v 5 ,  

co wskazuje ,  że uczes tn iczy  on w u t r zy my wa ni u  n i­
skiego,  po ds ta w o w e g o  p oz io m u  syntezy mR NA .  Z a ­
ob se rw ow an o  ponadto,  że do osiągnięc ia  m a k s y m a l ­
nej s tymulac ji  procesu  sk ładania  v5 przez  estry for ­
bolu n i e od zow na  jes t  kooperacja  mię dzy  f ragme nta ­
mi o na turze  w z m a c n ia cz y  i represorów.  P r a w d o p o ­
dobnie  ak tywacja  sz laków sygnałow ych prowadzi  do 
zmian po z iom u fosforylacj i  b iałek  zw iąz anych  z p r o ­
cesem sk ładania  oraz ich pow in o w a c tw a  do prc-mR-  
NA. Os ta tn io  za su ge ro wan o ,  że proces  s to pniowego 
zm nie jszania  się wydajnośc i  w łączania  kolejnych 
ekson ów  do m R N A  białka  CD44,  może  być h a m o ­
wany w wynik u  skracania  int ronów [40].

IV. Interakcje CD44 z kwasem hialuronowym

Osta tnio zap ro p o n o w a n o  rozszerzenie  rodziny 
białek wiążących  kwas  hialuronowy,  tzw. hialoadhc- 
ryn o grupę  g l ikoprotc in CD 4 4  [9J. C e c h ą  charak te ­
rys tyczną  h i a loadhcryn  jes t  obecność  zespołu se­
kwencj i  o homologi i  z d o m e n ą  B bia łka wiążącego  
chrząstkę  (ang. C artilage  L ink Protein;  CLP) . R e ­
gion od powied z i a ln y  za wi ązanie  HA zna jduje  się 
w A-końc owej ,  kon se rw atyw ne j  ewo lucy jn ie  części
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cząsteczki  b ia łka rdzen io we go  CD44,  w domenie  
zew ną t rz kom órkow e j  [9, 29, 41-45],  K wa s  hialuro- 
nowy  wys t ępu ją cy  w macierzy  ze w n ą t r z k o m ó rk o ­
wej jes t  b io log icznie w a ż n y m  l igandcm białek rodz i ­
ny CD 44 [9, 29, 41-43] ,  Wzros t  aktywnośc i  syntazy 
h ia luronianowej oraz  zwiększenie  ilości HA z a o b ­
se rw ow ano w wie lu n ow ot w or ach  [46-48].  Badania  
wykorzys tu jące  m e to dę  im m unof lu o rc scency jn ą  i 
cy tomet r ię  p r z e p ł y w o w ą  w obecności  p rzeciwciał  
mo nok lo na ln yc h  h a m ujących  wiązanie  HA z C'D44 
umożl iwi ły  okreś len ie  w cząs teczce  an tygenu  CD4 4 
co najmniej  t rzech m o ty w ó w  sekwencyjnych ,  
uczes tn iczących  w wiązaniu  tego l igandu [48, 49], 
W s po m nia ne  m o t y w y  s t anow ią  tzw. sekwencję  
zgodności  białek w iążących  HA,  op is y w an ą  jak o  
B ( X 7)B. M o ty w  taki s tanowi 9 -a m in o k w a so w y  o d ­
cinek,  w k tórym skra jne  reszty są a m in okw asa m i  za ­
sadowym i  (B), o tacza jącymi  7 dow oln ych  amino-  
kwsów,  wśród  k tórych  zna jduje  się przynajmnie j  j e ­
den am in okwas  zasadow y.  M ot yw y  wiążące  HA z lo­
ka l izowano między:  38.-46. ,  150.-158. i 154.-162. 
r e s z t ą a m i n o k w a s o w ą d o m e n y  zew ną t rz komó rkow ej  
C D 4 4  (Ryc. 3). S z czegó ln ą  funkc ję  w od d z ia ły w a­
niach z HA od gr yw a  arginina  w pozycj i  154., u sy tu ­
ow ana  w obrębie  dwóch nakłada jących  się m o ty w ó w  
B ( X 7)B reg ionu cen t ra lnego  wspomn iane j  dome ny 
CD44.  I stotną  rolę a rgininy  w pozyc ji  1 54. w in te rak­
cjach z HA potwie rdz i ł y  efekty fenoty powc  mutacj i  
p rowadzące  do pod s t aw ien ia  jej przez  histydynę.  
Dzięki  zas tosowa niu  metod  inżynieri i  gene tycznej  
uda ło się poznać  oddz ia ływ an ia  reg ionu A-końcow-  
ego i cent ra lnego (międz y  38. a 162. am in ok wase m )  
cząsteczki  CD 44  z HA [41, 42], Analiza  wiązania  z 
HA f ragmentów cząs teczki  CD 44  zawiera jących  j e ­
dynie:  131, 145, 1 86 i 2 1 0 A-k ońco wy ch  a m i n o k w a ­
sów wykaza ła  ich asoc jac ję  z HA imm obi l i zow anym  
na śc iankach  kuwet  l icznika scynty lacy jnego  [49], 
Okaza ło  się je dna k ,  że dw a krótsze f ragmenty 
cząs teczki  61)44  cec ho w a ło  niższe po w in ow ac tw o 
do HA.  Na  tej pods ta wie  m ożna  wnio sko wa ć ,  że do 
e f ek tywnego wiązania  l igandu w y m a g a n y  jest 
.Y-końcowy i cen tra lny  segment  do m en y  z ew ną t r z ­
komórkowej  CD4 4,  który ulega zwinięc iu,  z a p e w ­
niając zbliżenie m o t y w ó w  B ( X 7)B z udz ia łem reszt 
a rgininy w pozycj i  41. i 154. (Ryc.  3). Pods tawienie  
am in o k w a só w  za sa d o w y c h  przez alan inę lub gl icynę 
w obrębie m o ty w u  B(X-)B zmnie jsza  p o w i n o w a c ­
two do HA. P od ob ny  efekt  w y w o łu ją  pods tawienia  
am in o k w aso w c  poza  tą  sekwencją ,  które w pł yw a ją  
na d rugo rz ęd ow ą  s t ruk turę  do m en y  CLP [50, 5 1J. 
Prawdopo dobn ie ,  za leżnośc i  te są bardziej  złożone.  
Opi sano  bo w ie m  dwa po ds ta wienia  am in o k w a só w  w

moty wie  w ią ż ą c y m  HA,  które nic w p ły w a ją  na p o w i ­
now ac tw o  CD 4 4  do tego l igandu  [49, 52],

O t rz ym ane  przez  van der  Voorta i wsp.  [5 1 ] wyni-  
ki p r z e m a w ia j ą  za w y s t ę p o w a n i e m  pewnej k o m ó r k o ­
wej specyf icznośc i  p r ocesu  asocjacj i  CD44s  lub 
C D 4 4 v  z HA. Trans l ckc ja  ko mó rek  ch łoniaka Na-  
ma lw a i ma łp ich  f ib roblas tów  linii COS za p o m o c ą  
cD N A  kod ującego  CD44s ,  CD4 4v 3-v lO  i 
CD 4 4 v 8 -v lO  u jawni ła ,  że wszys tk ie  wymienione  
izoformy w zb l iż on ym s topniu  w ią ż ą  HA w komór-

Ryc. 3. Schem atyczne  przedstawienie  miejsc wiązania  kwasu hialuro- 

n ow ego  w  cząsteczce  C D 44  (na podstawie  [48]). Na rycinie za­

znaczono: trzy m o ty w y  B ( X 7)B wiązania  HA w zewnątrzko­

mórkowej dom en ie  C D 4 4  w  postaci  prostokątów, dom enę CLP, 

która przez trzy mostki  dis iarczkowc tworzy pętlę w  A-końcu  

cząsteczki C D 44 ,  miejsca wiązania  siarczanu chondroityny (o) 

oraz prawdopodobne miejsca fosforylacji  reszt seryny domeny  

cytoplazmatycznej przez kinazę bia łkową C (P). M otyw y  

B ( X 7)B',  B ( X 7)B : i B (X A B '  przedstawiono za pom ocą jednoli­

terowych sym boli  reszt aminokw'asowych.

kach COS,  na tomias t  w kom ó rk a c h  N am a lw a  ligand 
ten asoc jujc tylko z CD44s .  To sugeru je ,  że m od y f i ­
kacje izoform CD4 4,  zawier a j ących  produkty  eks ­
presji e ksonów  z m ie nnyc h  m o g ą  być angażowane  w 
regulac ję  wiązania  HA.
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IV-1. Rola dom eny zew nątrzkom órkow ej CD44 w  
interakcjach z kw asem  hialuronowym

I Y - l . l .  Regulacja procesu o ligom eryzacji C D44

Badania  pr o w ad zo n e  w wie lu  labora tor iach  w s k a ­
zują, że w y s t ępo w an ie  okre ś lo nych  izoform typu 
CD44 s  lub C D 4 4 v  nie de te rminuje  ich p o w i n o w a c ­
twa  do HA [53-57],  Pr zy jm u je  się, że okreś lona  k o n ­
formacja  regionu zew n ą t r z k o m ó rk o w e g o  cząsteczki  
CD 44  s tanowi  o s topniu jej p o w in o w a c tw a  do HA. 
Region  ten może  dod a tk o w o  podlegać  zm ia no m  
przez modyf ikac je  po t r ans lacy jnc  białka,  g łównie 
przez A- i O-g l ikozy lac ję  oraz  przy łączenie  n i ek tó­
rych g l ik o zoam in og l ik anów  (G A G )  [58], Okaza ło  
się, że znacznie  w yż sze  p o w in o w a c tw o  do HA w y k a ­
zują cząsteczki  CD 4 4  w formie  d im eró w lub o l igo­
me rów CD 44  niż ja k o  m o n o m e r y  [54, 59], Wiązanie 
tego l igandu przez C D 4 4  w l imfocytach  może  być in ­
du kow ane  przez przec iwc ia ł a  m on ok lona lnc  
I R A W B 14 lub I R A W B 2 6  (mysz)  bądź  F. 10.44.2 
(człowiek) .  Pr aw do po dobni e  m e c h a n iz m  tego p ro c e ­
su po lega na asocjacj i  an ty ge nu  C D 4 4  lub/i z m i a ­
nach  k onf or m acy jn yc h  je g o  do m eny  z e w n ą t r z k o ­
mórkowej .  Wiązanie  H A  przez kom órki  zachodzi  w 
obecnośc i  p rzec iwc ia ł  m o n o k lo n a ln y c h  Ig2a lub ol i ­
gom eró w  f r agme ntó w Fab [59]. Obie  postac ie  p rze ­
ciwciał  agregują  cząs teczki  CD 4 4  w większe  z e ­
społy. M on o m ery  CD 4 4  nic tw orz ą  takich ag rega tów 
co wyraża  się około 20-50-k ro tn ic  n iższym w ią z a ­
n iem z n ako w anego  f luorescencyjn ie  HA. Z kolei po 
t ransfckcji  kom órek  raka  t rzustki  AS p la zm idem ,  z a ­
wiera jącym informację  dla syntezy izoformy 
C D 44v4-v7  ob se rw ow ano,  że p o w in o w a c tw o  zsyn- 
te tyzowanego  pol ipe pty du  do H A  jest nawet  około 
10-krotnic wyższe  w pr zypadk u  gdy p o w st a ją  jeg o  
d imery  (280 kDa)  lub o l ig om ery  (350 kDa).  Należy  
zaznaczyć ,  że w proces ie  o l igomeryzac j i  z ud z ia łem 
CD 44 v4 -v 7  nic uc zes t n ic zą  obecne  na powierzchni  
komór ek  cząsteczki  i zofo rmy  b ia łka  CD44s .  F o r m o ­
wanie  agrega tów C D 4 4 v 4 -v 7  w y m a g a  pow staw an ia  
wiązań  d is ia rczkowych,  a obecność  substanc ji  r e d u ­
kujących  (dit iotrci tol)  b lokuje  przebieg  o l igomcry-  
zacji.  Pows tawanie  o l ig o m eró w  C D 4 4 v 4 -v 7  jest  p o ­
nadto ham o w an e  przez inhibi tory A-gl ikozylac j  i np. 
tun ikamycynę ,  która b lokuje  je d n o cześn ie  wiązanie 
HA przez s t ransfe kow anc  komórki  AS [59],

IY -1.2. G likozylacja C D 44 oraz m odyfikacje  przez gliko-  
zoam inoglikany

Proces gl ikozylacj i  C D 4 4 j c s t  k o m ó rk o w o  spe cy­
ficzny [60], Jak do tąd z id ent y f ikow ano  5 z 6 miejsc 
A - g 11 k o z y 1 a ej i w A - k o ń c o w y m  regionie  dom eny

CLP b ia łka CD44s .  W  dom eni e  z e w n ą t r z k o m ó rk o ­
wej białka,  przy ległej  do reg ionu  t r an sm e m b ra n o w c -  
go, s twierdzono wie le  mie jsc  potenc ja lne j  O-gl iko-  
zylacji ,  a t akże cz te ry po wt ó rzen ia  d ipeptydu  
Ser-Gly,  które m o g ą  być m o d y f ik o w a n e  O-gl ikozy-  
dowo lub przez  prz y łączenie  s ia rczanu  chondro i ty-  
ny, bądź innych G A G  [20], Okaza ło  się, że O-gl iko-  
zylacja izofo rmy  C D 4 4 H  zmni e j sza  adhez ję  k o m ó ­
rek raka  jel i t a  g rubego  linii K M L 4  i HT29  do płytek 
op łas zczonych  HA [55], Z a h a m o w a n ie  tej m o d y f ik a ­
cji fen yl o -A -a ce ty lo ga la k to zoa m in ą  zw iększa  ich 
przy leganie  do tego l igandu,  podczas  gdy A-gliko- 
zylacja nic w pł yw a  na ten proces .  Z kolei p o d s ta w ie ­
nie a rg in iny  w pozyc ji  41. a lan iną  pośrednio  hamuje  
O-gl ikozylac ję  izoformy C D 4 4 H  pop rzez  zmiany  
konforma cy jnc  w A-końcow ej ,  ko nse rw atywne j  p ę ­
tli B białka CD44.  Cy to w an e  wynik i  wskazują ,  ze 
O-gl ikozylac ja  zachodzi  w obrębie  konse rwaty wne j  
pętli B białka  CD44,  k tóra może  wiązać  HA. 
Dasgupta  i wsp.  [55] sugeru ją ,  że m od yf ika c ja  ta 
zmienia  kon fo rm ac ję  globularne j  do m en y  A-koń-  
cowcj  an tygenu  CD 4 4  lub zmnie j sza  j e g o  silnie d o ­
datni ł adunek ,  co przyczynia  się do zw ięk sze nia  p o ­
win o w ac tw a  do HA.

Muta c je  w genie ko d u ją cy m  reg iony  CD 4 4  u le ­
gające O-glikozylac j i  czy m o d y f ik a c jo m  przez  G AG 
np. d ip ep ty dó w  Ser -Gly  p o w o d u j ą  spadek  o po ło wę  
p o w in o w a c tw a  CD 4 4  do HA [56], W s p o m n ia n e  m u ­
tacje p o w o d u j ą  n iewielkie  zm ian y  ma sy  cz ąs t eczk o­
wej k o d o w a n e g o  białka  co sugeruje ,  że w obrębie 
reszt seryny  przy ł ączane  są O - g l ik oz yd ow o krótkie 
łańcuchy  o l igo sac ha ryd owc ,  a nic roz budo w ane  
cząsteczki  GAG.  E fekte m zmian konfo rma cy jnych ,  
wyw oła nych  przez  pods tawi en ie  se ryny  w pozycj i  
258. gl icyną,  jest wzros t  po z iomu  g likozylacj i  aspa- 
rag iny w pozycj i  255. Z aburzen ia  miejsc  A-gl ikozy-  
lacji cząsteczki  CD 4 4  (przez  mutac je  w genie CD44)  
p rzyc zy ni a j ą  się do spadku jej  ma sy  cząs teczkowej 
nawet  o 60-62 kDa oraz b lo kowan ia  przy łączania  in­
nych l igandów m.in.  f ib ronektyny,  lamininy,  ko la ge ­
nu 1 i VI, s ia rczanu  chon dro i t yny  oraz s iarczanu hc- 
paranu.  Po w in o w a c tw o  do LI A w arun ku je  skład o 1 i - 
go sa cha ry dów  przy łą czon yc h  A -g l ik ozydo wo  [61, 
62], Zas to so wani e  kapi larnej  e lekt roforezy  p o w i n o ­
wactwa pozwol i ło  na ana l izę  w p ły w u  określonych  
o l i gos acha rydów na p o w in o w a c tw o  CD 44  do HA 
[63]. Kwas  s ja lowy p rzy łą czony  w iązanie m a -2 ,3 -  
g l ik o zy d o w y m  do o l i go sach aryd ów  związanych  
O -g l ik ozydow o z CD 4 4  hamuje  wiązan ie  HA, efekt 
zaś odw ro tny  wywiera  przy łączenie :  A-acetyloglu-  
ko zoam in y  w iąz an ie m  A- gl ik o zy d o w y m ,  A-acctylo-  
ga lak to zo am in y  do o l i go sa cha ry dów związanych  
O-g l ik oz ydowo  z CD 4 4  oraz O-gl ikozylac ja
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cząsteczki  C D 4 4  pozbawionej  ^ - p r z y łą c z o n y c h  oli- 
gosacharydów.

W k o m ó rk a c h  raka  trzustki  BSp73 i włókmako -  
mięsaka B D X 2  ana l iz ow ano efekt  p rzy łączenia  
GA G  do C D 44 s  i CD 4 4 v 4 -v 7  na po w in o w ac tw o  
tych izoform do HA  [64], Okaza ło  się, że izoforma 
CD44s  wiąże  je dy ni e  HA,  na tomiast  C D 44 v4-v7  
przy łącza  ponadto  s iarczan chondro i tyn y  A, B i C, 
heparyną  oraz s iarczan heparanu .  Nic  s twierdzono 
wiązania  s iarczanu  keratanu.  Asoc jac ją  po sz cz egó l ­
nych G A G  z izoform ami  CD 4 4  okreś lano po ich in­
kubacji  z l izatami k o m ó r k o w y m i  i prccypi tacj i  p o ­
wsta łych k o m p le k s ó w  za p o m o c ą  ch lorku cctylopi-  
rydyny.  Obserwac je  Chiu  i wsp.  [65J wskazują ,  że 
d om ena  izoformy C D 4 4  k o d o w a n a  przez  ckson vlO 
odgrywa k lu c z o w ą  rolę w jej oddz ia ływaniu  z s iar ­
czanem chondroi tyny .  W ym ien ion e  oddzia ływania  
umo żl i w ia j ą  agregac ję  cząs teczek  CD 44  oraz k o m ó ­
rek, które zaw ie ra ją  na powierzchni  i zoformę 
CD 44v  1 0.

Wydaje  się, że mo dyf ik ac ja  izoformy CD 44H 
(opisywanej  równ ież  ja k o  CD 44s )  przez s iarczan ke ­
ratanu od gryw a  is totną  rolę w regulacj i  wiązania  HA 
i inwazyjności  k o m ó re k  [66]. Bada nia mi  objęto dwa 
klony komó rek  raka jel i t a  g rubego  człowieka ,  tj. 
K M 1 2 L 4  i K M 1 2 C 6 .  Klon K M 1 2 L 4  ulega in t ens yw ­
nej modyf ikac j i  p rzez s iarczan  kera tanu  zaś słabo 
wiąże HA i j es t  si lnie inwazyjny.  Z kolei klon 
KM12G6  wiąże  słabiej siarczan keratanu,  a 
p rzy łącza  więcej  reszt  HA,  co wy wo łu je  spadek  
zdolności  do tw orzenia  przerzutów.  Pot rak towanie  
kera tanazą  ko mó rek  linii KM 12L4, a także komór ek  
HT2Ó, usuwa większ ość  s ia rczanu  kera tanu  i u m oż l i ­
wia wydajne  przy łączanie  HA. Sia rczan kera tanu p o ­
dobnie  jak w przy pad ku  HA przy łącza  się w obrębie 
konserwatywnej  A'-końcowej dom en y  b ia łka  CD44 H 
[66].

Szczegól ną  rolę tw orzenia  przerzu tów  n o w o t w o ­
rowych wydaje  się od g ry w ać  izoforma CD44v 3,  k tó­
ra jest m o dy f ik ow ana  przez  s iarczan heparanu  [67], 
Je dny m z l igandów s ia rczanu  heparanu  jes t  czynnik  
HGF/S F (ang. H e p a to cy te  Growth F ac tor /Sca tte r  
F a c to r ), który w jego obecnośc i  nagr om adza  się na 
powierzchni  ko m ó re k  lub/i podlega  zmi anom  kon- 
fo rm acyjnym zw ię k sz a ją cy m  po w in o w ac tw o  do re­
ceptora c-Mct.  Sk utk iem wy m ie ni ony ch  przemian  
jest  fosforylac ja  reszt  ty rozyny w obrębie c-Mct ,  
białek o m.cz.  115 i 125 kDa oraz ak tywacja  kinaz 
ERK-1 i ERK-2.  Po w y ż sz e  zmiany  ob se rw owa no 
wyłącznic  w obecności  CD 44v3 (nic zachodzi ły  w 
obecnośc i  C D44s  oraz CD44v8- 10) .  En zy matyczne  
usunięc ie  s iarczanu hepa ranu  z CD 44v3  oraz za s to ­
sowanie  jako  l igandu cząs teczek  H G F/ SF  o nicwicl-
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kim p o w in ow ac tw ie  do s ia rczanu  heparanu  p rzy czy ­
nia się do b l o k o w an ia  t ransdukcj i  sygna łu przez 
c -Mct  [67], N ad ek sp re s j ę  izoformy C'D44 wiążące] 
s iarczan hepa ranu  i receptor  c -Met,  która towarzyszy  
wielu typom n o w o t w o r ó w  uw aża  się za czynnik  p ro ­
mujący  ich wzros t  oraz  p rzerzu ty  [68, 69 ] ,

IV-2. Rola dom eny cytoplazmatycznej i transmem-  
branowej CD44 w interakcjach z kwasem hia- 
luronowym

W interakcj i  b iałek rodz iny  CD 4 4  z kwasem h i a - 
lu ro n o w y m  okaza ł  się równ ież  istotny segment d o ­
m eny cy topla zma tyczne j  cząs teczki  między  311. a 
330. am in ok w ase m .  [20, 52, 57], Fragme nt  tej d o m e ­
ny, zawiera jący  je d y n ie  6 a m in o k w a s ó w  umożl iwia  
wiązanie  HA, jeżeli d o m e n a  t r ans m em branow a  
CD 4 4  zos tanie zas tąp iona  przez  ana logiczny f rag­
ment  cząs teczki  CD3 (zeta),  k tóry  s tabil izuje dimery 
GD44 [70],

Fosfory lac ja reszt se ryny w poz yc jach  323. i 325. 
do m eny  cy top lazma tyc zne j  po l ipeptydu  CD 44  
cz łowieka  nic w p ły w a  na jego pow in ow act w o  do 
op isy wa nego  l igandu  [71]. Okaza ło  się, że pods t a ­
wienia  cząs teczek  seryny  przez  g l icynę  i alaninę 
bądź  kwas  aspa ra g in ow y  i kwas g lu taminowy, które 
na ś la du ją  s te rycznic ,  odpo wied ni o ,  n ieufosforylo-  
wanc  i u f osf ory low anc  reszty tego hyd roksyamino-  
kwasu  nic w p ł y w a j ą  na p o w in o w a c tw o  białka CD 44  
do HA [72], M e c h a n i z m y  regulujące  interakcje 
bia łko-l igand  na drodze  fosforylacj i  reszt seryny d o ­
meny cy top lazmatyczne j  w y d a ją  się być ga tunkowo 
specyf iczne.  N atom ias t  fos fory lac ja seryny w p o z y ­
cjach 325. i 327. an tygenu  CD 4 4  zwiększa  jego p o ­
w i no w ac tw o do HA [ 73]. Aktua ln ie  uważa  się, że d o ­
mena  cy to pl azm a ty czn ą  an tygenu  CD 44  pełni rolę 
we wła śc iw ym  jego usy tu ow an iu  na błonic k o m ó r ­
kowej,  o p ty m a ln y m  dla wiązania  HA. Wydaje  się, że 
może  u łatwiać wiązan ie  HA albo przez o d dz ia ły w a­
nia z innymi czą s te czkami  tego pro teogl ikanu albo 
przez wiązanie n iek tórych  b iałek cytoplazmatycz-  
nych [70, 72],

Antygen  C D 4 4  wiąże  się w obręb ie  cy toplazmy z 
d ia ment ami  ak tyny  za p oś re dn ic tw em  ezryny,  radik-  
syny i moczymy [74], Wiązan ie  ezryny zachodzi  w 
obrębie  9 - am in ok w asow c j  sekwencji ,  złożonej  z 
dwóch c iągów a m i n o k w a s ó w  zasadowych.  Mutac je  
punk to w e  genu C D 44  ko du jącego  tę sekwencję  nie 
w p ły w a ją  na loka l izację  C D 4 4  w błonie komórkowej  
i interakcje z HA. P r a w do po dobn ie  region ten 
uczes tn iczy  w pr z e k a z y w an iu  sygna łów z zewnątrz  
komórki  do jej wnęt rza  (ang. o u ts id e - in ), a nie w k ie ­
runku p rz e c iw n y m  [75, 76],
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Prz eds tawione  ostatnio wynik i  d ośw iadc zeń  B o - 
u r g u i g n o n a  i wsp.  [77] w s k a z u ją  na istotny 
udz ia ł  w p r z eka zyw an iu  sy gnałów  w k ie runku na 
zewnąt rz  i do w nę t rz a  ko mó rki  (ang. ins ide-ou t  i ou-  
tside-in)  sekwencj i  obecne j  w dom en ie  cy toplazma-  
tycznej  CD 4 4  wiążącej  anki rynę  (N S G N G A V E -  
D R K P S G L  u cz łowi eka  i N G G N G T V E D R K P S E L  u 
myszy) .  Mutac je  w genie C D 44  k o d u ją c y m  cy to ­
w a n ą  sekwencję  h a m u j ą  przekaz  in formacji  w obu 
kierunkach .  Wyjaśn ien ie  m e c h a n i z m u  interakcji  
w s p om nia nego  f ragm ent u  d o m e n y  cy toplazma tycz-  
nej CD 4 4  z a nk i r yną  w transdukcji  sy gn a łó w w k o ­
mó rkach  i ew entua ln ie  w przebie gu  ka rc yno ge nez y  
w y m a g a  da lszych badań.

Wyniki  doś w ia dczeń  w y korzys t u j ących  jako  m a ­
teriał  doś wiadcza ln y  l imfocyty  T w y ka za ły  asocjac ję  
do me ny  cy toplazmatyczne j  i zoformy C D 44 s  z k i n a ­
zami ty r oz yn ow ymi  p 5 6 lck i Fyn na l eżącymi  do r o ­
dz iny Src [78, 79], Inkubac ja  l im focy tów  T w o b e c ­
ności  przec iwcia ł  anty C D 44s  pr ow adz i ła  do wzros tu 
fosforylacj i  (na resz tach  tyrozyny)  ki lku białek 
w e w n ą t r z k o m ó rk o w y ch  o m.cz.  140, 125, 100, 70, 
50 i 45 lcDa.

Uzyskane  wynik i  ws kazuj ące  na asoc jac ję  CD 44 s  
z k inazą  (bądź  k in azami)  w e w n ą t r z k o m ó r k o w ą  p o ­
twierdzi ła  im m un op recyp i ta c ja  przec iw cia łami  anty 
CD44 s  u jawnia jąc  ak ty w no ść  k i n a z o w ą  białka o 
m.cz.  55-60 kDa [79],

Ewen tua lny  udz ia ł  d o m e n y  t ra ns m em br anowe j  w 
regulacji  oddz i a ływ ań  C D 4 4  z HA nic został  dotąd 
rozs trzygnię ty [80], Pr aw d o p o d o b n ie  rolę w tej inte­
rakcji od gr yw a  cys te ina w pozyc j i  286. ,  której udział  
nie wydaje  się być zw ią zany  wyłą cznic  z procesem 
dimeryzacj i  białka,  gdyż  pods ta wie nie  jej  a lan iną  
wy wołu je  zmiany  k onfo rm acyjn c ,  un iemoż l iw ia jące  
przy łączenie  H A  nawet  w obecnośc i  p rzec iwcia ł  
F. 10.42.2 p o w oduj ąc yc h  agregac ję  cząs teczek  
CD44.

V. Ekspresja izoform CD44 w nowotworach  
jelita grubego

Dzięki  os iąg nięc iom biologi i  i onkologi i  m o l e k u ­
larnej z ap ro pono w ano  mode l  uw zg lę dn ia ją cy  p r a w ­
do p o d o b n ą  sekwe nc ję  zmia n  gene ty cznych  w r o z w o ­
ju  n o w otw oró w  je l i ta  g r ube go  [81], W procesie 
t ransformacji  no w o tw o ro w e j  k o m ó r e k  nas tępują  
uszkodzenia  i zmiany  s truktura lne  w obręb ie  genów 
suprcsorowych,  o n k o g e n ó w  i ge nów  m ut a torow ych 
prowadzące  do zmia n  s t ruk tury i funkcj i  b ia łek przez 
nie ko dow any ch  [82]. Iden tyf ikac ja  tak ich  zmian  to ­
warzyszących  roz wojow i  fenotypu z ło ś l iwego d o ­
tychczas p r aw id ło w ych k o m ó r e k  niesie  nadzieję w

znalez ien iu  m a r k e r ó w  mo leku lar ny ch  o z a d o w a ­
lającej czułości  i swoistośc i,  s łużących  do  detekcji  
s tanów po pr zedz a j ący ch  no wotw orzen ie ,  wczesne  
stadia n o w o tw o rz e n ia  oraz do p ro g n o z o w a n ia  i m o ­
n itorowania  chor oby  nowot wor ow ej .  W śr ó d  k l in icz­
nych m arke rów  ka rc yn og ene zy  jel i t a  g r ube go  ( g łó w ­
nie s tad ium progres j i )  w y m ie n ia  się przede  w s z y s t ­
kim produkt  genu p 5 3  oraz cząs teczkę  a d he zyj ną  —  
pro teogl ikan  C D 4 4  [83-87],

Ba dania  rozm ie sz cze ni a  izoform CD 4 4  w obrębie 
ściany je l i ta  g rubego  metodam i  im m un oc yt oc he -  
micznym i  ujawniły,  że C D4 4s  domin uje  w obrębie 
błony właściwej  ( la m in a p ro p r ia )  p rawid łowe j  błony 
ś luzowej je l i t a  [88-90],  W mni e j szych  i lościach izo- 
forma ta wys t ępuje  we  wszys tk ich  ko m ó rk a c h  p ra ­
w id ło w ego  nabło nka  je l i towego.  N atom ias t  wariant  
C D 4 4 v 9  w ykry t o  je dy ni e  w części  pods tawne j  p ra ­
w id ło w yc h  krypt  j el i t a  g rubego  [83], w której nie 
w y s tę po w a ły  izoformy: C D 44 v3 ,  C D 44v 4,  C D 44 v6  
i CD44v 7.  Epi topy  domen,  zawier a jący ch  produkt  
ekspresj i  C D 4 4 v 2 - v lO  oraz m R N A  izoformy 
C D 4 4 v 2 - v l 0 ,  z a o b s e rw o w a n o  równ ie ż  w p ra ­
wid łowej  błonie ś luzowej je l i ta  [83, 89]. W zros t  eks ­
presji i zoform CD44v,  oceniany  na po ds ta wie  z a w a r ­
tości m R N A  i b iałek  z w y ko rzys ta n i em  technik  h y ­
brydyzac ji  in s i lu , RT- PCR  oraz metod  im m unocyto -  
chcmicznych ,  w yd a je  się być z jawisk iem cha rak te ­
rys tycznym dla w czesnyc h  faz rozw oju  raka  jelita 
g rubego  [90, 91], W skazuj e  na to is tnienie za le żno ­
ści między  mut ac jami  genu  A p c  i z ak łóc en iam i  szla­
ku syg na ło we go f ł-katenina/Tcf-4 [92], Mutac je  
genu A pc  un ie m o ż l i w ia j ą  wiązanie  jego n iepra­
wid ło w ego  produk tu  b ia łk ow eg o  z (Ukatcniną  i p r o ­
w adzą  do wzros tu  po z iom u (3-katcniny w cytopla-  
zmic.  Z kolei  p -ka ten ina  asoc ju je  z czyn nik iem tran- 
skr ypc yjn ym  Tcf-4 i w formie  k o m pl eks u  jes t  p r ze ­
noszona  do jądra k o m ó rk o w e g o ,  gdzie reguluje  eks ­
presję szeregu genów,  m.in.  CD44.  Mutac je  genu 
A p c  u myszy  t ransg cn icznych  oraz w gruczolakora-  
lcach je li ta  g rube go  w y w o ł u j ą  wzros t  ekspresj i  CD44  
wskutek  ak tywacj i  szlaku syg na ło wego  p-ka teni -  
na/Tcf-4.  Z kolei mutac je  genu  Tcf-4 u myszy  ham ują  
ekspresję  C D 44  w nabło nku je l i ta  [92].

Proces t ransformacj i  now otw or ow e j  komórek  
różnych  typów, w tym także ko m ór ek  n ab ło nk a  jel i ta  
g rubego ,  m oż e  przyczynia ć  się do przemieszczania  
się ko mórek  zmieni onych  n o w o tw o r o w o  do st ruktur  
l imfa tycznych,  a w nas tęps twie  do tworzenia  się 
p rzerzu tów nar zą do w yc h  [7, 8, 12, 93],

Na  pod kreś len ie  za s łu guj ą  zao b se rw o w a n e  przez 
M u 1 d c r a i wsp.  [83] różnice  w ekspresj i  i zoform 
C D44v 5 i C D 4 4 v 6  w nabłonku części  p roksymalnc j  i 
dystalncj  je l i ta  grubego.  Anal iza prepa ra tów z n o ­
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wo tw or ów  tych o d c in ków  p rzew o d u  p o k a rm o w e g o  
64 pac j en tów  te chn ik ą  i m m u n o c y to c h e m ic z n ą  z z a ­
s to so w an ie m  przec iwc ia ł  m o no k lo na ln yc h  r o z p o ­
z n a ją cyc h  p o w yższ e  izoformy,  wykaza ła  po zyty wne  
reakc je  z pr zec iwc ia ł am i  anty CD 44v5  w około 90% 
b a d a n y c h  p r z y p a d k ó w  i z p rzec iwcia łami  anty 
C’D 4 4 v 6  w około  69%.  Badacze  ci zaobserwowal i  
pon ad to ,  że ekspres ja  o b y d w u  op isanych  izoform 
b ia łka  CD 44  częściej  wy s tępuje  w proksyma lnc j  c zę­
ści j el i t a  grubego.  Po zy ty w n a  reakc ja  z p rz e c iw ­
c ia łami  prz ec iw ko  C D 44 v5  w y s tę pow a ła  w 20 z 23 
(8 7% )  raków części  p roksyma lne j  i w 21 z 40 (52%)  
r akó w  części  dystalnej .  Dane  te sugeru ją  p e w n ą  o d ­
rębność  gene ty c z n ą  n o w o t w o r ó w  powsta jących  
w w y m ie n io n y c h  od c inkach  je l i t a  grubego .

Anal iza  p o z io m u  m R N A  izoform: CD44v6-7 ,  
nab łon kowej  —  C D 4 4 E  oraz  hemo poety cznc j  ( s tan­
da rdo we j )  —  CD44s/El  okreś lonego  poprzez  
R T - P C R  oraz technikę  hybrydyzac j i  Southern w dys- 
p la s t yc zny m  (gruczolak i  od postac i ł agodnej  do 
ostrej)  i zm ie n io n y m  n o w o tw o r o w o  (gruczolakorak i  
o ró ż n y m  stopniu  z aa w an so w an i a)  nab łon ku je li ta  
g rube go  44 pa c je n tó w  wykaza ła ,  że izoformy 
C D 4 4 v 6 -7  i C D 4 4 E  po jaw ia ją  się ju ż  w s tadium gru- 
czo l aka  [91]. P oz io m  oby d w u  tych izoform był ś la ­
d o w y  bądź  n i e w y k ry w a ln y  w p ra w id ło w y m  
nabł onku  jel i ta,  w leukocytach  czy w wątrobie.  O k a ­
zuje się, że i loraz CD44E/E1 mo że  w sk az y w ać  na 
zmia ny  w b iosyntez ie  ob y d w u  izoform podczas  dys- 
plazji  i n o w otw orzeni a  je l i t a  grubego.  Iloraz ten był 
zdec yd ow an ie  o d m ie n n y  w kom órkach  nabłonka  
praw id ł ow ego,  g r uczo lakach  i g ruczo lakorakach  
tego narządu  i wy nos i ł  odpowiednio :  0,1; 1,8 i 0,7. 
Wartośc i ś rednic  i lorazu C D 4 4 E /H  określone  w g u ­
zach p ie r wo tnych  je l i t a  g rubego  i j e g o  przerzu tach  
do wę zł ów chłonn ych  czy wąt roby  były zb l iżone  —  
odpowiednio :  0 ,7±0,5 i 0,7±0,6.  Paramet r  ten nic jes t  
specyf iczny  za tem dla u j awnien ia  p rzerzu tów gru- 
czo la ko raków je l i ta  g rubego,  ale wydaje  się być 
istotny dla w y c h w y c e n ia  zmian  dys plas tycznych  
nabłonka  jel i t a  w k ie runku konwers j i  w guz  p i e rw o t ­
ny [91],

Wykorzys tu jąc  m o n ok lo na ln c  przec iwcia ła  r o z ­
poznające  izoformę C D 4 4 v 8 -v lO  o m.cz.  około 130 
kDa,  udało się w yk azać  brak im m un oc yt oc hc m ic z -  
ncj reakcji  w ś luzów ce  prawid łowej ,  z wyją tk iem 
pods tawy  krypt  j e l i t a  g ru beg o  [94], N atom ias t  z m i a ­
ny n o w otw or ow e b ło ny  ś luzowej ,  o różny m stopniu 
z różnicowania,  215 pa c je n tó w  cechował  od mienn y 
poz iom im m un or eak ty w no śc i  tej izoformy. O s z a c o ­
wano,  że w toku pos t ępują cego  n ow otw orz en ia  je l i ta  
g rubego,  o p is yw aneg o  ja k o  s tad ium T2, T3 i T4  ro ­
śnie odse tek  pozy ty w n y c h  reakcji  z p r zec iwcia łami
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anty CD 44 v8 -1 0 ,  os iągając odpowiednio :  37,8%,  
47 ,4% i 50,7%.  Ekspres ję  C D 4 4 v 8 -v lO  z id entyf iko­
wano u 55 ,3% pa c je n tó w  z przerzu tami  do węzłów 
chłonnych  i u 38 ,4 % bez takich przerzutów.  Na  p o d ­
kreś lenie zas ługuje  wysoka ,  w y k r y w a n a  aż w 78,7%, 
obecność  C D 4 4 v 8 - v lO  u chorych  z przerzutami 
na rządowymi .

P r a w do podobn ie  o b s e rw o w a n e  w wie lu labora to­
r iach różnice  w poz iom ic  ekspresj i  i zoform CD44 
okreś lane m e to d ą  im m u n o c y to c h e m ic z n ą  są w y w o ­
łane  nic tylko z m ie n io n ą  ich syn te zą  ale również  o d ­
m ie n n ą  do s tę pno śc i ą  ich cp i to pó w sp o w o d o w a n ą  np. 
p rzez  g l ikozylac ję  CD 4 4  [90],

VI. Znaczenie detekcji izoform CD44 w dia­
gnostyce onkologicznej

Częste wy s t ęp o w an ie  róż nych  izoform antygenu 
CD 44  w no wotw ora ch ,  w ią ż ą  badacze  z ich funkcją,  
za równo w rozwoju  n o w o t w o r ó w  p ie rwotnych,  j ak  i 
w fo rmo waniu  pr ze rzu tó w  [14, 83, 84, 95], Po j awie ­
nie się i zoform C D 4 4  w p łynach  ust ro jowych czy 
wydzie l in ach  takich ja k  ślina,  m ocz  lub kał pac je n ­
tów stanie się być mo że  w n ieda lekiej  p rzysz łośc i  sy ­
gna łem obecnośc i  k o m ó re k  n o w ot w or ow ych .  G u o i 
wsp.  [93] wykaza l i ,  że w sur owi cy  chorych  z rak iem 
jel i ta  g rubego  w ys tę pu je  roz pu sz cza lna  forma CD44 
pozbawion a  d o m e n y  t r a ns m em branow ej  i cytopla-  
zmatycznc j ,  a jej  p oz io m  korelu je z rozmiar ami  guza 
i zdolnośc ią  do tworzenia  przerzu tów.  Okaza ło  się, 
że po usunięciu  no w o tw o ru  dochodzi  do spadku stę­
żenia tej formy CD 4 4  w surowicy.  Pow yższe  wyniki  
rodzą  nadz ie ję ,  że rozpus zcza lne  formy CD4 4 zna jdą  
zas tosowanie  ja k o  m arke ry  progresj i  choroby  n o w o ­
tworowej  i e f ek tów jej l eczenia  [56, 88, 96, 97],

Anal izy  su rowic y  44 p a c je n tó w  prz epr ow adzo ne  
przy przy  zas to sowani u  techniki  ELISA (ang. Enzy-  
m e-L in ked  h n m u n o so rb e n t  A ssa y )  w sk azu ją  na 
u je m n ą  kore lac ję mię dzy  s tężeniem izoformy 
C D 44v6  w osoczu  a odse tk ie m osób z 5 letnim ok re ­
sem przeżycia  po resekcj i  guza  [98].

U w aża  się ponadto ,  że poz iom  izoform CD 44 v6  i 
C D 4 4 v lO  w z łu szczony ch  k o m órka ch  nabłonka  j e l i ­
ta g rubego  w y k r y w a n y c h  w kale może  s tanowić 
czynnik prog no s t ycz ny  dla da lszych  losów p ac je n ­
tów. Okaza ło  się, że przy  nawr ota ch  choroby  n o w o ­
tworowej  lub pod czas  tw orzenia  p rzerzu tów ob ser ­
wuje  się wzros t  zawar tośc i  tych izoform [42, 44, 45], 
Ponadto ,  po tw ie rd zono do świadcza ln ie ,  że z a w a r ­
tość m R N A  izoform C D 4 4 v 6  i C D 4 4 v lO  s tanowić  
m oże  znacznik  p rocesu  no w otw orz en ia ,  a spadek  ich 
zawartośc i  efekt  s to so w ane go  leczenia.
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Dotychczas  s tosowane  inwazyjne  me to dy  d ia g n o ­
zowan ia  n o w o tw o r ó w  w y m a g a j ą  na ruszania  pow łok  
ciała pac jenta  w celu pobra n ia  krwi lub f ra gm ent ów  
tkankowych.  Os ta tn io  grupa  ja po ńsk ic h  badaczy  
[96] zap ropo nowa ła  n i e inw azyjny  test  opar ty  na 
technice  RT- PCR  oraz hybrydyzac j i  Southern ,  k t ó­
rym potwierdza  się ekspres ję  izoform C D 44v6  i 
C D 44vl O  w z łu szczo nych  ko m órk ach  nabłon ka  j e l i ­
towego w kale chorych.  Tes tem tym z i d en ty f ik o w a­
no w ana l iz ow any m  mater ia le  izoformy C D 4 4 v 6  i 
C D 44v lO  odp ow iedn io  u 17 (68%)  i 15 (60%)  s po ­
śród 25 pacjentów.  Na  podkreś len ie  zasługuje,  że 
obecność tych izoform o d no to w ano  ju ż  we  w c z e ­
snych fazach rozwoju raka  je l i t a  g rubego.  Obie  izo­
formy CD 4 4  z id ent y f iko wano  w 5 (62 ,5%)  z 8 ana l i ­
zowa nyc h  n o w o t w o r ó w  w s tad ium  z a a w a n s o w a ­
nia A wed ług  D u k c s a .  Po usunięc iu  ope racy jny m 
g uzów  n o w ot w orow yc h ,  ekspres ja  izoform C D 44 v6  
i C D 44v lO  w z łu szczonyc h  k o m órka ch  nabłonka  je­
lita g rubego  u t r zy m yw ała  się od po w ie dn io  u 3 (1 2%)  
i 7 (28%)  z 25 pac jentów. Wydaje  się, że obecność,  
wym ie n io ny ch  izoform w b a d a n y m  materia le  części  
pac jentów,  po zab iegach  ope racyjnych ,  może  w y n i ­
kać z ich ekspresj i  p rzez  dysp la s tycznie  zmienio ny  
nabłonek  je l i t ow y (gruczolak i )  lub u t r zy m y w an ie  się 
procesu  zapa lnego,  który p o w odu je  ak t yw ac ję  l imfo­
cy tów T [96],

Znaczenie  pr ognos ty czne  może  mieć  również  
oznaczanie względne j  zawar tość  izoform C D 44v 6 
i CD44s  w ko mó rk ach  części  zewnęt rzne j  (nabłonek)  
i wewnęt rzne j  guza  oraz ma cierzy  z e w n ą t r z k o m ó r ­
kowej jego części  wew nęt rzne j  [97]. Anal izy  immu-  
nohi s tochemic zne  133 pr ep a ra tó w  n o w o tw o r ó w  jel i­
ta g rubego  ujawniły,  że izoforma C D 4 4 v 6  wys tępuje  
najczęściej  w kom órk ach  nabłonka ,  a w mn ie jsz ym  
stopniu w kom órk ach  części  w ewnęt rzne j  guza  oraz 
w macierzy  zew n ą t r zk o m ó rk o w e j ,  tj. odpow iedn io  
77, 17 i 12%. Na to m ia s t  i zoforma C D 44 s  jes t  roz ­
mi eszczona  bardziej  równomie rn i e ,  zaś reakc je  p o ­
zy tywne o d not ow ano  o d p ow ie dn io  w 85, 98 i 90% 
komór ek  części  wewnę t r zne j  i zewnęt rznej  guza oraz 
macierzy  z ew ną t r zko m ór ko w e j .  Brak C D 4 4 s  w o b ­
rębie ma cierzy  ze w n ą t r z k o m ó rk o w e j  części  w e w ­
nętrznej  guza  jes t  zwią zany  z p o gors zen ie m  p r o g n o ­
zowania.

Duże  nadz ieje  w n o s z ą  wyniki  badań w y k o r z y ­
stujących mo du lac ję  p oz io m u izof ormy C D 4 4 v 6  za 
p o m o c ą  an ty sc nso wnych RNA,  ogran icza jące  p o ­
wstawanie  p r ze rzu tó w n a rz ą d o w y c h  raka je l i t a  g r u ­
bego. Wyk azan o  b ow ie m ,  że po dan ie  m y sz o m  d o ­
świadcza lnym  an ty se n so w n eg o  R N A  bl oko wa ło  p o ­
wstawanie  p r ze rzu tó w w ąt r o b o w y c h  po d o o t r z e w n o ­

wej iniekcji  k o m ó re k  n o w otw oru  jel i t a  g rubego  —  
HT29 [98], Z bl i żony  w yni k  uzyskan o  u myszy  po in­
iekcji p rzec iwc ia ł  mo no kl ona l nyc h  anty CD44.

Wstę pne  obse rwac je  z za s to so wan ie m  p r z e c iw ­
ciał anty C D 4 4 v 7  rokują  nadz ieję  na m oż l iw ość  h a ­
mo wani a  roz woju  przewlek łyc h  s tanów zapa lnych 
jel i ta  g rubego,  uw aż a n y c h  za s tany przed rakow e 
tego na rządu  [99],

VII. Uwagi końcowe

Bi a łk o w y m  prod uk te m  C D 44  j es t  znacznych  r o z ­
miarów pol ipep tyd  o zmiennnej  długośc i  cząs teczki 
wynika jącej  z a l te rna tywn ego  sk ładania  p i e rw o tn e ­
go t ranskryptu  tego genu  oraz różnego  s topnia  jego  
glikozylacj i .  M n ogoś ć  izoform antygenu  CD44,  k t ó ­
re tw orz ą  rodz inę  g l ikoprotein,  a z uwagi  na wiązanie 
HA —  hia loadhcryn ,  t łum aczy  ich udział  w wielu 
funkc jach  o r gan iz m ów  euka r io tycznych ,  m.in.  a d h e ­
zji, migrac ji ,  prol i feracj i ,  różn ic owan iu  komórek ,  
t ransdukcj i  sy gna łó w [10-17,  76, 78, 79, 92],

Ta róż nor odn ość  pe łn ionych  funkcji  wynika  ze 
zdolnośc i  cz łonków tej rodziny  do interakcj i  ze 
sk ładnikami  mac ierzy  zew ną t r zko m órko w e j  (kwas 
h ia luronowy,  kolagen,  f ib ronektyna) ,  a także 
wp ły w u na organizac ję  cytoszkic lc tu.

Liczne wynik i  badań  wskazują ,  że karcynogcnc-  
zic wielu na rzą dó w  i k om óre k  towa rzyszy  zw ię k s z o ­
na ekspres ja  różnych  izoform CD44,  w k tórych w y ­
s tępują  f ragmenty  łańcucha  k od ow ane  przez jeden  
czy więcej  c ks on ów  zm ie nny ch  genu  CD44  [42, 44, 
45, 96], Detekc ja  okreś lonych  izoform CD 44  może  
mieć ważkie  znaczenie  w d iagnos tyce  onkologicznej  
umoż l iwia ją c  w yk ry w an ie  nawet  n iel icznych k o m ó ­
rek n o w o tw o ro w y c h  w p łynach  ust ro jowych i w y ­
dz ie l inach pa c je n t ów (krew, ślina,  mo cz  czy kał p a ­
cjentów).  Niek tórzy  badacze  lansu ją  pogląd,  że eks­
presja izoform CD 4 4  zawiera jących  informację  za ­
war tą  w cksonach  zm ie nnych  (m.in.  v4, v6, v6-v7,  
v 10) może  s tanowić  j e d n o  z wcześn ie j szych  w y d a ­
rzeń w rozwi ju  n o w o t w o r ó w  je l i ta  grubego,  p o d o b ­
nie jak  mu tac je  genu  A p c  i onkoge nu K -ras  [81, 82, 
91], Dużego  znaczenia  nabie ra ją  wynik i  tych badań 
w których  udow o d n io n o ,  że zw ię ks zon a  ekspresja 
n iek tórych  izoform antygenu  C D 4 4  (CD44v3,  
C D 44v8- v lO )  to warzy szy  n o w o t w o r o m  jel i t a  g r u b e ­
go i innych narządów,  szczególnie  w s tad ium p rog re ­
sji, gdy dochodzi  do tworzenia  pr ze rzu tó w n o w o t w o ­
rowych [89, 91, 92], Wykryc ie  w surowicy  pa c j en ­
tów z n o w otw ora m i  jel i t a  g rubego  oraz żołądka  
krążącej  i zoformy CD4 4,  której po z iom koreluje z 
wie lko śc i ą  guzów,  a także  zdo lno śc ią  mctas ta tyc zną
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sugeruje,  że może  ona  odgrywa ć  rolę cennego  zn acz­
nika progres j i  n o w o t w o r ó w  i m on i to rowa nia  e f ek ­
tów terapii  wie lu  n o w o tw o r ó w  [56, 88, 96, 97].

Chociaż  m e ch ani zm (y)  udziału gl ikoprotein ro ­
dziny C D 4 4  w now o tw o rz e n iu  je l i ta  g rubego (i in ­
nych n o w o tw o ró w )  nic jes t  sp recyzowa ny rozwa ża  
się ki lka m ożl i wośc i  przez  które grupa  tych m a ­
krocząs teczek m oże  w n im uczestniczyć:

1° C D 4 4  s tanowiąc  g łówny k o m ó rk o w y  receptor  
p ow sze chnie  wys tę pu ją cego  g l ik ozam ino gl i kanu  —  
kwasu  h i a lu ro now cgo  poprzez  interakc je  z tym li- 
gandem m o g ą  przyczyniać  się do zwiększenia  ruchl i ­
wości  komórek ,  p rzysp ie sz on ego  wzros tu  guzów 
p ie rwotn ych  i ich pr ze rzu tó w [55, 59];

2° w p o łączen iach  z s ia rczanem heparanu  (m.in.  
i zoforma C D 44v3 )  j a k o  s ia rczanow e pro teogl ikany  
m o g ą  pe łnić  re gu la to ro w ą  funkcję  we  wzrośc ie  i r u ­
chl iwości  ko m ó rek  przez  wiązan ie  się do czynn ików  
wzrostu  np. H G F/ SF  i wł ączanie  drogi  sygna łowej  
poprzez  receptor  c -Met  [67, 92];

3° nadekspre s ja  izo fo rm  CD 4 4  może  b lokować  
apoptozę  kom órek ,  a w ko nse kw encj i  p rzed łużać  ich 
życie,  p r ow adząc  do rozw oju  guzów  p ie rwotnych ,  a 
następnie  ich przerzutów.

Tę os ta tn ią  moż l iw oś ć ,  j a k  do tąd  t raktuje się j a k o  
sygna lną  i rozważa  jako je d e n  z m e c h a n iz m ó w  no- 
wotworzenia  raka sutka  [92, 100],
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Izoformy aktyny —  zróżnicowanie funkcji, zmiany w 
stanach patologicznych 

Actin isoforms —  functional differentiation, the changes 
in the cell pathology

DOROTA NOWAK1, MARIA MALICKA-BŁASZKIEWICZ2

S p is  tre śc i

I. Wprowadzenie
II. Heterogenność molekularna aktyny
III. Zróżnicowanie funkcji izoaktyn cytoplazmatycznych
IV. Aktyna w stanach patologicznych komórki

IV-1. Architektura cytoszkieletu aktynowego w komór­
kach nowotworowych  

IV-2. Zmiany ekspresji izoform aktyny w nowotworach 
IV-3. Izoformy aktyny w innych procesach chorobo­

wych
V. Podsumowanie

Wykaz skrótów: aS M A  —  aktyna a  z mięśni gładkich, ySMA 
-  aktyna y /. mięśni gładkich, komórki Ito —  komórki gwiaź­

dziste, występujące w wątrobie obok hepatocytów i komórek 
Kup fł era.

I. W prowadzenie

Aktyn a  w ys t ępuje  pow szechn ie  w organizmac h  
e ukar io t ycznych  n ieza leżn ie  od stopnia ich rozwoju.  
Mikr of i lamen ty  ak ty no w e  wraz  z mi kro tubulami  i fi- 
l amcntami  poś redn im i  tw orzą  szkielet  komórki .  A k ­
tyna jest obecna  w cy top lazm ic  i w jądrze ,  w k tórym 
s tanowi k o m p o n e n tą  białek chromatyny ,  pod t r zy ­
mu ją cą  jej s t rukturę  i s t ruk turę  jądra  [1, 2], Jest 
b ia łk iem wie lo fu nkcy jn ym ,  poza rolą s t ruk turalną  
uczes tn iczy w wie lu  procesach  i stotnych dla p ra ­
wid ło weg o fu nkcj ono w an ia  komórki ,  takich jak  
m.in.  w e w n ą t r z k o m ó r k o w y  ruch organel li  i c h r o m o ­
so m ów  [3, 4], wy dz ie lan ie  [5], p rzekazywan ie  infor ­
macji  i indukcja od po wied z i  b iochemiczne j  [6, 7].

'Dr; "prof. nadzw. dr bab., Instytut Biochemii i Biologii Mole­
kularnej Uniwersytetu Wrocławskiego, Zakład Patologii Ko­
mórki, ul. Przybyszewskiego 63, 51-148 Wrocław, c-mail: 
mmb@angband.microb.uni.wroc.pl

C o n ten ts

I. Introduction
II. Molecular heterogenity of actin
III. Functional differentiation of cytoplasmic isoactins
IV. Actin in the cell pathology

IV-1. Architecture of actin cytoskeleton in cancer cells 
IV-2. The changes in the expression of actin isoforms in 

the tumor cells 
IV-3. Actin isoforms in the other cell pathologies

V. Summary

Z a in te r e so w anych  p o w y ż s z y m i  zagadnien iami  
odsy łamy  do w y br any ch  prac pr zeglą dow ych au tor ­
stwa P o 1 1 a r d a i C o o p e r a  [8], C a r 1 i c r [9], 
S h c t c r 1 i n c ’ a i wsp.  [ 1 ], B r c m c r a  i A c b i 
[10], J a n m e y  i C h a p o n n i e r  [11] oraz l i teratu­
ry w nich zebranej .

Ce le m  n in ie j szego  o pr acow ani a  jes t  p róba  o d p o ­
wiedz i na pytanie ,  j ak ie  jes t  znaczenie  obecnośc i 
wiciu izoform aktyny  w komó rce ,  czy istnieje z różni ­
cowanie  funkcj i  pos zczegól ny ch  izoaktyn i ich 
związek  z okreś l onymi  schorzeniami .

II. Heterogenność molekularna aktyny

Aktyna  jes t  b ia łk iem k o n se rw a ty w ny m ,  w y k a ­
zu jącym j e d n a k ż e  he t e rogenn ość  m o lekul arną  
[12-16],  Wys tępuje  w mater ia le  b io lo g i cznym  w p o ­
staci sześc iu izoform:  dwu form w mięśn iach  p o ­
przecznie  pr ą ż k o w a n y c h  (ak tyny  a  z mięśni  szk ie le ­
towych i ak tyny  a  z mięśn ia  se rcowego) ,  ak tyny a  i y 
z mięśni  g ładkich  oraz dwu izoaktyn  cy to p la zm a­
tycznych  —  (3 i y. Izo fo rm y aktyny,  ze wzg lędu  na 
n iewie lkie  różnice  pu nkt u  izoc lck t rycznego  (pi),  
rozróżniono  m e t o d ą  og n is ko w an ia  izoc lcktrycznc-  
go. Różnice  te w y n ik a j ą  przede  w szy s tk im  ze zmian 
sk ładu a m i n o k w a s o w e g o  izoform w najbardziej  
z m ie n n y m  re jonie łańcucha  pol ip ept ydo w ego  ak ty­
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ny, „ k w a ś n y m ” końcu  N (Tabela  1). War tośc i  pi izo- 
aktyn,  określane  przez  wie lu  badaczy  w a h a ją  się w 
granicach  od 5,2 do 5,7 [17-19],  p rzy  czym  punkty

Tabela 1.

Porównanie sekwencji  a m in ok w asow yc h  końca N  izoform aktyny

Sekwencje  podkreś lone  przedstawiają rejony konserwatywne.  Ann: 

cyjnej modyfikacji  końca N. ACTL —  „actin  like"', aktyna-RPV -

podczas ,  lub kró tko po  zakończen iu  t ranslacj i .  F u n k ­
c jona lne  znaczenie  ace tylacj i  nie jes t  znane.  W i a d o ­
mo j ednak ,  że z m u to w an a ,  n i czacc ty low ana  aktyna

k aktynopodobnych w g  H e r m a  n [25] (zm odyfikowano) .

iokwasy zaznaczone  tłustym drukiem to cząsteczki usuwane podczas  posttransla- 

„actin  re la ted  p ro tein  ver te b ra tes

I zo fo rm a  aktyny S e k w e n c ja  k o ń ca  N

ß cytoplazmatyczna  

y cytoplazmatyczna  

y mięśni gładkich

M -D -D -D - I -A - A - L - V -V -D -N -G -S -G -M -C -K
M -E -E -E -I -A -A -L -V -I -D -N -G -S -G -M -C -K

M -E -E -E -T -T -A -L -V -C -D -N -G -S -G -L -C -K

a  mięśnia sercow ego  

a  mięśnia szk ie le towego  

a  mięśni  gładkich

M -C -D -D - E -E -T -T -A -L -V -C -D -N -G -S -G -L -V -K

M -C -D -E -D - E - T - T - A - L - V -C -D -N -G - S -G - L - V -K
M -C -E -E -E -D -S -T -A -L -V -C -D -N -G -S -G -L -C -K

bia łka  a k ty n o p o d o b n e :

Saccharomyces  cerevis iae,  Act2  

S ch izosacch arom yces  p o m b e ,  Act2  

C cienorhabditis e legan ts , A C T L  

A ktyna-R PV  

Ccntraktyna

M -D -P -H -N -P -1 -V -L -D -O -G -T -G -F -V -K  

M -A -S -F -N -V -P -I -I -M -D -N -G -T -G -Y -S -K  

M -D -S - 0 -G -R - K -V -I -V -V -D - N - G -T -G - F -V -K  
M -E -S -Y -D -V -1 -A -N -O -P -V -V -I -D -N -G -S -G -V -I -K  

M -E -S - Y - D -V -1 -A -N -O -P -V -V -I -D -N -G -S -G -V - l -K

izoelekt ryczne aktyn c y to pl azm a ty czn yc h  są  zawsze  
nieznacznie  przesunię te  w k ie r unk u a lka l icznym w 
s tosunku do aktyn  m ięśn i ow ych.  W  cytoplazmic  k o ­
mórek epi te l ialnych je l i t a  szczura  wy kaz ano ,  obok 
izoform P i y, obecność  dw óch d od a tk ow ych aktyn 
n ieznacznie  różniących  się wa r to śc i am i  pi [20], Brak 
je d n a k  donies ień  na temat  szerszego  wys tę po w an ia  
tych białek u innych  ga t unk ów  kręgowców.

Izoformy ak tyny  w y k a z u j ą  spe cy f iczność  tka n ­
kową, przy braku specyf icznośc i  ga tunkowej .  O z n a ­
cza to, że obse rwu je  się więcej  różnic w składzie 
a m in o k w a s o w y m  aktyn z różnych  tkanek zwierzą t  
tego samego ga tunku,  niż w pr zy p ad k u  ak tyn z tych 
samych tkanek  zwierzą t  nawet  bardzo  odległych  g a ­
tunków [2, 21], O m a w i a n e  izo formy ak tyny  są p ro ­
duktami  odr ębnych  ge nó w  o znaczne j  homologi i  se ­
kwencj i  nu klc o tydow ych,  a wy s t ępu ją cyc h  w wielu,  
często nic u lega jących  ekspresj i  kopiach [ 1, 13, 22], 
C y top lazm aty cznc  ak tyny  z ko m ó rek  n iemięśn io-  
wych  są w około 93 %  identyczne  z ak tynami  m i ę ­
śn iowymi  ( różnice do ty czą  około 25 am in okw asó w ) ,  
między  sobą  zaś różnią  się po ds ta wie n ia m i  cz te rech  
jedynie  a m in o k w a s ó w  o p o d o b n y m  charak te rze  w 
obrębie końca N cząsteczki .  Ró żn ice  sekwencji  p o ­
szczególnych aktyn m ię ś n io w y c h  do ty cz ą  za ledwie  
3 do 6 zas tąp ień a m i n o k w a s o w y c h  [12-16,  23]. 
C echą  ch arak te rys ty czn ą  w szys tk ich  izoaktyn jest 
zace ty lowanie  „ k w a ś n e g o ” końca  N [1, 23], M o d y f i ­
kowanie  tego f ragmentu  cząs teczki  ak tyny  następuje

drożdży  ma o b n iż o n ą  zdolność  po l imeryzac j i  [1J.
W ostatnich  latach do izoform a k ty no w ych zal i ­

czono też tzw. bia łka a k ty nopod ob ne  („actin re la ted  
p ro te in s” ), k tórych  obecność  wykr y to  w kom órkach  
kręgowców,  drożdży  (Saccharom yces  cerevistac\  
S ch izo sa cch a ro m yces  p o m h e )  oraz w organizmie 
p ro ka r io tycznym  —  S piru lina  p la ten s is  [24, 25]. 
Białka te cechuje  bardziej  za sado w y niż innych a k ­
tyn punkt izoc lckt ryczny,  k tórego  wartości  wahają  
się w gran icach  pH  6,6-6,8,  co wy ni ka  z różnic w 
składzie i sekwencj i  a m in o k w a s ó w  w łańcuchu  poii- 
pe p ty d o w y m  (35 -47%  identyczności  z ak tyną  m ię ­
śniową).  Białka  a k ty no podob ne  pos iada ją  d oda tk o ­
we reszty a m in o k w a s o w c  w obszarach  pomięd zy  
a m in ok w asam i  39-49 oraz 91-103 w łańcuchu  poli- 
p e p ty d o w y m  (insercja) .  Z aw ie ra ją  j e d n a k  w swojej 
s t rukturze rejon od po w ia da ją cy  za wiązanie 
cząsteczki  ATP, tak ja k  ma to miejsce w cząsteczce 
aktyny. Pozwol i ło  to na określen ie  ich m ia ne m  „ a k ­
ty n o p o d o b n y c h ” [25],

Pytanie,  czy b ia łka te pe łn i ą  w komó rce  funkcje 
podobne  jak  aktyna,  pozos ta je  do tąd bez o d p o w ie ­
dzi. Wykazan o  jedyni e ,  że w ys tępu jąc a  w k o m ó r ­
kach k rę g o w c ó w  ccnt rak tyna  (,,ccn lra c t in ” ) łączy 
się z ccn t ro so ma mi  [26]. P o d o b n ą  zdolność w y k a z u ­
je za l iczane  do tej g rupy  bia łko okreś lane  jako akty- 
na -R PV  (,,actin re la ted  p ro te in s  rer tehra tes") ,  s ta ­
nowiące  g ł ó w n ą  s k ł a d o w ą  ko m pl eks u  z dyneiną,  
obecnego  w m ó z g u  k r ę g o w c ó w  [27], Na  pods tawie
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do ty ch czaso wyc h  badań  s twierdza  się, że białka ak- 
tyno podob ne  m o g ą  uczes tn iczyć  w „ z ako tw ic za ni u” 
cen t r oso mów ,  j a k  również  w ruchu w e w n ą t r z k o m ó r ­
ko w y m  [25],

III. Zróżnicowanie funkcji izoaktyn cytoplaz- 
matycznych

Szereg  danych  wskazuje ,  że izoaktyny  [1 i y w y ­
stępują w różnych  obszarach  cy toplazmy.  co może 
oznaczać  z ró żni cow an ie  ich funkcji  [28-31 |. Do ro z ­
wiązania  p ro b le m ó w  dot yc zących  miejsca  działania  
aktyn w kom órce  s tosuje  się m.in.: p rzec iwcia ła  mo- 
noklona lne ,  ro zpozna jące  posz czególne  izoformy 
aktyny, w y m ia n ę  g e n ó w  aktynowy ch ,  ana lizę e w e n ­
tualnych mutac ji  w tych genach  oraz loka lizację  
mR N A  aktyn  c y to pl azm a ty czn yc h  [22, 28, 29, 31, 
32).

Kore lac ję  po m ię d z y  wzr os t em  po z iom u cytopla-  
zmatyczne j  ak tyny  i p r o c e se m  różnicowania  k o m ó r ­
ki z a o b se rw o w a n o  ju ż  w latach 80- tych [33], L im fo ­
cyty mic loblas tyczne j  b iałaczki  mysiej  c ha rak t e ry ­
zuje wysoki  s tosunek  izoformy [3:7 (7,6), co czyni 
izoaktynę  y n ie w y k r y w a ln ą  przy p o m o c y  p o w s z e c h ­
nie s tosowanej  do tego celu techniki  ogn isk ow ani a  
izoe lck trycznego .  Ak ty ny  y nie wykry to  również  w 
ludzkich b ia ła czko w ych  l imfocytach  [34] i t ransfor ­
m ow any ch  f ibroblastach  mys ich  [35], Komórki  
białaczki  mysiej  po t r ak to wan e  czynnik iem w z ro s to ­
wym przeksz ta łca ją  się w dojrzałe,  zdolne  do ruchu 
makrofag i ,  czem u towarzyszy  dwuk rot ny  wzrost  z a ­
wartości  ak tyny  [33).

O dr ębność  funkcji  i zoform aktyny  ws piera ją  dane 
o tk ankowo-s pcc yf icznc j  ich ekspresj i ,  u legającej  
zmianie  w proces ie  ró żn icow an ia  [28, 32], W y k a z a ­
no, że w tkankach  em br iona lny ch  szczura,  bez 
względu  na rodzaj  tkanki  do m in u ją  izoformy cyto-  
p lazmat ycznc  [3 i y [32], Nic w ia dom o też, jaka jest 
p r zyczyna  z ró żni cow an ia  po z iom u tych izoform w 
komór kach  n i c m ię śn io w yc h  ssaków. S tosunek  za ­
war tości  i zoform [3:y okre ś lon y  w różnych tkankach  
szczura  waha się od war tości  1:1 (w jądrach) ,  2,5:1 
(w wąt robie)  do 6:1 (w aorcie)  [12. 36], podczas  gdy 
ana liza i lośc iowa m R N A  kodu jącego  za rów no  ak ty ­
nę P jak i y w różnych  na rządach  myszy  wskazu je  na 
odmi enne  m o lo w e  proporc je  t ranskryptów tych izo­
form ( p:y) [28], Pr zy j m uj ą  one war tości  od 1,7 w ne r ­
ce i j ądrach  do 13 w sercu i 1 14 (!) w wątrobie .  Po­
równanie  danych  nas uw a  pytan ie  o pr zyczynę  tak 
znacznych  rozbieżnośc i  po m ię dzy  po z io m e m  t ran­
skryptów p o sz czeg ó ln y ch  izoaktyn,  a poz io m e m  
sy n te tyz ow anych  na ich pods tawie  białek u tak bl i ­

sko spo kr ewni onych  g a tu nków  zwierząt  jak szczur  i 
mysz .  R ozwa ża  się m oż l iw ość  istnienia w komórce  
n ieza leżnych  m e c h a n i z m ó w  regulacji  ekspresj i  izo­
form [1 i y na poz iom ie  t ranskrypcj i  i translacji  [23, 
2 8 ) .

W pos zu ki wan iu  odpo wied z i  na pytanie,  czy izo­
ak tyn y  cy top la zm a ty czn c  pe łn ią  w komórce  odrębne  
funkcje,  badano  ich s u b k o m ó r k o w ą  lokal izację r ó w ­
nolegle  z loka l izac ją  kodu jąc ego  je mR NA.  S twie r ­
dzono  różnice w roz m ie sz cze ni u  t ranskryptów obu 
tych aktyn w mioblas tach  [29], W obszarze cy top la ­
z m y  otaczającej  j ą d ro  w ykr y to  m R N A  aktyny y, zas 
m R N A  aktyny  [3 wys tępuje  za ró wno  w tym rejonie,  
jak i na „pe ry fe r ia ch” komórki .  Lokal izacja t ran­
skryptów' nie pok ry w a  się j e d n a k  z loka l izac ją  obu 
aktyn  w mioblas tach.  Akty na  [3 zna jduje sie w p r a w ­
dzie na obrzeżach  komórki ,  j ednakże  forma y w y s t ę ­
puje za ró wno  p o db ło no w o ,  j a k  i w wiązkach  a k ty no ­
w ych [30, 31],

G r om ad zen ie  izo aktyny  [1 i t ranskryptu tego 
b ia łka  w peryfery jne j  części  cy top lazm y za o b se rw o ­
wa n o  w komórk ach  ep i tc l ia lnych  naczyń włosowa-  
tych ho do w any ch  in vilro w odpowiedz i  na ich 
us zko dzen ie  mechaniczne .  W warunkach  in v ivo , ro ­
z erwan iu  ściany naczynia  towarzyszy  chwi lowa,  
w z m o ż o n a  ekspresja  aktyn n icm ięśn i owych w mi e j ­
sce form dom in ujących ,  ty pow ych dla mięśni  g ład­
kich [37, 38],

D o w o d e m  po tw ie rd za ją cy m  zróżnicowanie  funk­
c jona lne  izoaktyn cy to p la zm a ty czn yc h  jest fakt, że 
t r ansfckcja  mys ich  mio bla s tó w ludzkimi genami k o ­
dującymi  aktynę (3 lub y, pow od uj e  zmiany  m orf o lo ­
gii badany ch  ko mó re k  w za leżnośc i  od z a s t os ow ane ­
go do doświ adczeń  genu  [2 2 ) .  Komórki  synte ty­
zu jące ludzką  ak tynę  (3 m a ją  tendencję  do zw ięk sza­
nia swojej  powierzchni  i utraty włókien  nap rężen io ­
w ych („strc.es j ih c rs” ), podczas  gdy mioblas ty  synte ­
tyzujące izoformę y o d zn acza j ą  się zakrag lonym 
ksz ta ł tem.  Wyniki  te w s k a z u ją  na to, ze rodzaj syn te ­
t yzo w any ch  izoform aktyny  wp ły w a  na morfo logię  
kom órki  (22, 39],

W' oparc iu o dane uz ysk ane  przy zastosowaniu  
technik  im m uno lo g iczn y ch  oraz w y m ia n y  genów  a k ­
t ynow ych,  p rz ed s ta wio no  model  rozmieszczenia  
izoaktyn  w komórce  zdolnej  do ekspresj i  m ię śn io ­
wych  i n i cm ię śn io w ych izoform aktyny  (Ryc. 1) 
[25].

Obse rw ac je  pr zeds tawi one  w tym rozdzia le  w s k a ­
zu ją  na z różn icow an ie  funkcj i  i zoaktyn cy to p la zm a­
tycznych.  Izoforma [3, z lo ka l iz owan a  na peryfer iach 
komór ki  odpow iada  za jej zdolność  do ruchu —  t w o ­
rzenie lamell i  i p scu d o p o d ió w  oraz nap rawę  u s z k o ­
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dzeń. Aktynie  y pr zypisu je  się na tomias t  rolę w 
u t rzymaniu  a rch i tek tury m ik rof i l am cn tów  i w p ro c e ­
sach różnicowa nia  komórki  [25],

IV. Aktyna w stanach patologicznych  
komórki

Wielu procesom  ch o r o b o w y m  to w arzy sz ą  zmia ny  
w obrębie m ik ro f i la m cn tó w  ak tyn owych.  O b s e r w o ­
wano je między  innymi  badając:  t rans formac ję  n o ­
w o tw o r o w ą  wraz z p roce se m  meta s ta zy  [11, 40-42] ,  
choroby  przeb iega jące  z procese m  włóknie n ia  
[43-47],  chorobę  Hir sc hp ru ng a  [48], anem ię  sierpo- 
w atą  [49], czy też b l iz no waceni e  ran [1 1 j.

IV -1. Architektura cytoszkieletu aktynowego w ko­
mórkach now otw orow ych

Rozwój technik  im m u n o f lu o re sc en cy jn y ch  oraz 
mikroskopii  e lek t ronowej  pozwol i ł  na obse rwac ję  
zmian w obrębie  szkie le tu k o m ó rk o w e g o ,  t o w a ­
rzyszących  poj awi eni u  się n o w o tw o r o w e g o  f enoty­
pu komórki .  Badania  ob e jm u ją  g łównie  różne  linie 
ko mó re k  t ra n sf o rm o w an y ch  in v itro , co s twarza m o ­
żl iwość  por ów nan ia  zmian  morfo logi i  i organizacj i  
cytoszkie le tu w s to sunku do k o m ó r e k  normalnych .

Komórk i  t r ans for m ow ane  w iru sem,  chemicznie ,  
czy też spontan iczn ie cechuje  zm ia n a  organizacj i  m i ­
kr of i lamcntów aktyny,  np. obecnoś ć  agrega tów 
F-aktyny w postaci  ,,ł a te k” czy „ ro ze te k ” . Natężenie  
i lokal izacja zmian  uza leżn ion e  są od rodza ju k o m ó ­
rek i typu t ransformacj i  [40-42,  50, 51], Dczorgani -

R y c . l .  Schemat rozm ieszczenia  izoaktyn w  kom órce  zdolnej do 
ekspresji n iem ięśn iow ych  i m ięśn iow ych  izoform akty­

ny w g  H e r m a n  [25] (zm odyfikowano) .

zacja a rch i tek tury  m ik ro f i la m cnt ów  ak ty now yc h  
n ie jednokro tn ie  zwią zan a  jes t  ze wz ro s t em  inwazyj-  
ności  ko m ó rek  ra ko w ych [18, 52],

Ob se rw ac je  m ik ro sk o p o w e  uzupe łn iane  są  b a d a ­
niami b ioc he m ic zn ym i ,  m ającymi  na celu m.in. 
określenie  zmia n  poz io mu  ak tyny  i s topnia  jej  spoi i - 
m e ry zow an ia  w cy topla zmic  t r ansf or m ow any ch  k o ­
mórek.  Oc ena  ilości ak tyny  mo nom cry cznc j  (ak ty­
ny G) i f i lamentarnej  (aktyny  F) w ko mó rce  nas t rę ­
cza wiele t rudnośc i  ze wzg lę du  na zna czną  dy nam ik ę  
procesu  po l imeryzac j i  aktyny.  Za in t e r esow an i  w y ­
znaczeniem tych pa ra m e t r ó w  pos łu gu ją  się różnymi  
technikami  m.in.  tes tem,  w k tórym w ykorzys tu je  się 
zdolność ak tyny  do ham o w an ia  ak tywnośc i  D Na zy  I 
z trzustki  wo łu  [18, 21, 53-57],  czy też po m ia re m  flu- 
orescencj i  znakow anej  ak tyny  w cy tomc t rzc  p r ze ­
p ły w o w y m  [58], Uz ys kan e  tą  d rogą  wynik i  nic są 
je dno zna czne .  Z ek sp e ry m e n tó w  pr zepr ow ad zo nych  
na t r ans for m ow anyc h  ludzkich  ke ra tynocytach  [50], 
f ib roblastach [18], ko m ó rk a c h  szczurzego  czerniaka  
Walkera  256 [54] oraz mic loblas tyczne j  mysiej  
bia łaczki  [59] wynika ,  że w' s t ra ns fo rm ow any ch  k o ­
mórkach  poz iom całkowi te j  aktyny ulega redukcj i ,  
czem u towa rzysz y  obniżo ny  stopień jej spo limcry- 
zowan ia  w y rażon y  s tosu nki em  F:G [54, 55, 59]. Do 
końca nic w iado m o ,  co leży u pods taw tego z jawiska.  
Może  to być m.in.  w y n ik ie m  obniżenia  po z io mu  a k ­
tyny mo no m cry cznc j  poniżej  s tężenia krytycznego  
dla po l imeryzac j i  [18], co prowadzi  do rozpadu  m i ­
krof i lamcntów7. D eozorgan izac j a  a rch i tek tury f  i 1 a - 
m en tów  aktyny  może  być równ ież  skutk iem 
dz ia łania  b i a łkowy ch  prod uk tó w  o n k o g e n ó w  np.
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p p ó O ' " c z y  też zabu rzen ia  w oddz ia ływaniu  ak tyny  
z b iałkami  regulu j ącymi  jej  po l ime ryzac ję  [4, 21, 
41].

W odró żn ien i u  od c y t ow any ch  wyżej  wyników,  
w sk azuj ących  na redukc ję  zawar tości  ak tyny  w ró ż ­
nych ko m ó rk a c h  n o w o tw o ro w y c h ,  nasze  własne  d o ­
świadczen ia  w s k a z u ją  na to, że procesowi  wzros tu  
n o w otw oru  eksp e ry m en ta ln eg o  hepcitoma M orris  
5123 to warzyszy  zna czne  pod w yż szen ie  zawar tości  
aktyny,  z m a k s i m u m  p rz y p ad a ją cy m  na okres t w o ­
rzenia p i e rwszy ch  prze rz u tó w no w o tw o ru  do płuc 
[56, 57], P o d w y ż s z o n y  p oz io m  aktyny  f i l amentarnej  
s twierdzono również  w  k o m órka ch  mys i ego  chło- 
niaka B W 5 1 4 7  o zwiększonej  inwazyjności  [58], 
Przypuszcza  się, że wyso ki  p oz io m  aktyny  i wzros t  
s topnia  jej  sp o l im ery zow ani a  w komór ce  n o w o t w o ­
rowej jes t  n ie zbę dny do ameb oi da lne go  ruchu tych 
ko mó re k  i tw orzenia  p se u d o p o d ió w  podczas  inwazj i  
n o w otw oru  do o t acza jących  tkanek  w procesie  meta-  
stazy [60], Rodzi  się też pytanie ,  czy za s tosowanie  
cz yn ni ków regulu jących  pol im eryzac ję  ak tyny  w 
charak te rze  leków m o g ło b y  s tanowić  now y  k ie runek 
te rapeutyczny  w leczeniu n o w o tw o ró w  [58].

IV-2. Zm iany ekspresji izoform aktyny w now otw o­
rach

Wiele danych  w sk azu je  na to, że u pods taw reor­
ganizacj i  f i l a mentó w ak ty no w yc h  w komór kach  n o ­
w o tw o ro w y c h  leżą zm ia ny  w ekspresj i  p o szczegó l ­
nych izoform ak tyny  [35, 45, 61-68],  Stwierdzono,  
że wzrost  ekspresj i  ak tyn cy topl azm a ty czn yc h  to w a ­
rzyszy i n d u k o w a n y m  chemiczn ie  n o w o tw o ro m  s kó ­
ry, wątroby,  w ęz łó w  chłonn ych  oraz nerek [69], j ak  
równ ież  ludzkim n o w o t w o r o m  piersi i skóry [45], 
Poszukuje  się zw ią zku  tych zmian  ze wz ro s t em  in­
wazyjnośc i  ko m ó rek  n o w o tw orow yc h.  Uzy sk iw ane  
dane  są często n ie jednoznaczne .  L imfocy ty  T sy nte­
tyzują  ak tynę  [3 w znaczn ym  nadm iar ze  w s tosunku 
do ak tyny y, podczas  gdy ich leukemicznc  o d p o w i e d ­
niki zawiera ją  ob y d w ie  formy w równ ych p ro p o r ­
cjach [35], Dla kontras tu,  komórki  bia łaczki  mielo-  
blastyczncj  M l  zaw ie ra ją  przede  wszys tk i m izofor- 
mę  p i dopiero po indukcji  p roc es ów  różn icowani a  
tych kom ór ek  s twierdza  się wzros t  zawar tości  c a łk o­
witej  aktyny i w z m o ż o n ą  syntezę  ak tyny y [33, 59], o 
czym  była m o w a  w rozdz iale  III n iniej szego  a r ty­
kułu.  Na  sz czegól ną  uw a g ę  zas ługu ją  op ub l ik ow ane  
ostatnio wynik i  badań  inwazy jnych  i n i e in w azyj ­
nych komórek  różnych  n o w o t w o r ó w  [70, 71], W k o ­
mórkach  in w azyjn ych  linii mi ę sa ka  zawar tość  ak ty ­
ny P jes t  znacznie  w ię ks za  w p o r ów na n iu  z jej z a w a r ­
tośc ią  w ko m ó rk a c h  n ie inw azyjn ych .  Wzros to wi  p o ­

z iomu  ak tyny  p tow arz ys zy  również  zmian a  jej roz ­
mie szc zenia  w k o m ó rc e  i zagęszczenie  w szczyto­
wych  par t iach tw orzących  się ps eudo podiów ,  tj. w 
obszarach  o d zn acza j ących  się zna c z n ą  dy n am ik ą  p o ­
l imeryzac ji  ak tyny  (Ryc.  2) [70]. Inwazyjne  komórki  
ludzkiego  raka ś l inianek charak te ryzuje  na tomias t  
obn iżo ny  p o z io m  aktyny  y, t ow arzyszący  de zo rga ni ­
zacji  m ik ro f i l am cn tó w  ak tyny  i wzros towi  zdolności  
m e ta s ta tyc znych  tych k o m ó r e k  w po ró wn ani u  z ko ­
m órk am i  n ie in w azyj nym i  [71],

Za in te re so w an ia  wie lu labora tor iów doty czą  eks­
presji  ak tyny  z mięśni  g ładkich  ( a S M A )  w różnych  
n ow o tw o ra c h  [45, 61-64,  68, 72], Wyn ik iem  tego są 
częs to sprzeczne  dane  o obniżone j ,  bądź też 
wzm oż one j  syn tez ie  tej i zoaktyny  w ko mó rka ch  n o ­
w ot w o ro w y ch .  F ib roblas ty  s t ra nsf ormowanc  w iru­
sem mi ęsa ka  Rousa,  p rezen tu j ące  zmieniony ,  „ po ­
r o z r y w a n y ” układ m ik ro f i l am cn tó w  aktynowych,  
cechuje  obniż ona  synteza  a S M A  [68], Znany  jest 
j e d n a k  szereg  przykładów,  w k tórych wzmożonej  
ekspres j i  a S M A  to w arz ys zy  zmi ana  fenotypu k o ­
mórki  na  now otworow y.  Taki stan obserwuje  się w 
k o m ór kac h  z rębu szyjki  m ac ic y  [62], w ludzkich n o ­
w o tw o ra c h  skóry, piersi ,  płuc  i w ęz łó w  chłonnych  
[39, 73] oraz w che mi cznie  i n d u k o w a n y m  n o w o t w o ­
rze wąt roby  szczura  [74], W  tym os ta tn im przypadku
[74] s twie rdzono p o d w y ż s z o n ą  ekspres ję  tej i zofor ­
my je sz c z e  w s tadium p rz e d n o w o tw o ro w y m ,  co 
może  mieć  znaczen ie  d i agnos tyc zne  we wcz esn ym  
wyk ry w an iu  tego schorzenia.  Ba dania  a S M A  w he- 
pa to ka rcyn ogcn cz i c  w y k aza ły  w z m o ż o n ą  ekspresję 
tej i zoaktyny  w o tacza jących  n o w o tw ó r  komór kach  
z rębu wą t roby  [44, 61 ], uczes tn ic zących  w procesie  
nekrozy  guza  oraz  włó kn ic n i a  tkanki wątrobowej  
[44], Z m nie js zeni e  ekspres ji  a S M A  w śc ianach n a ­
czyń k r w io no śn yc h  ja jn ik a  ludzkiego  natomias t  to ­
warzysz y  rozwojo wi  w ył ączn ie  złośl iwej  postaci  n o ­
wo tw or u  [63, 64],

Pom im o,  iż op ub l i k o w an e  dane  ws k azu ją  bądź na 
wzros t,  bądź  na obniż en ie  syntezy  a S M A  w różnego  
typu no w otw orach ,  o b s e rw u je m y  ugruntow an ie  się 
poglądu ,  że izoforma ta mo że  w przysz łości  s tanowić  
użyte czny  m ark e r  w d iagnos ty ce  i mo ni t orow an iu  
chorób  n o w o t w o r o w y c h  [39, 62, 73, 74], Podobn y 
pogląd  w y ra ż o n o  os ta tnio ró wn ież  w s tosunku do a k ­
tyny y z mięśni  g ładkich  (ySMA).  S twierdzono b o ­
wiem brak  ekspresj i  tego b ia łka w n ow ot w orach  m i ę ­
śni g ładkich  [75].

O dr ębn y  aspekt  bada ń  nad eks pres j ą  izoaktyn s ta ­
nowi obecność  z m u to w a n y c h  form aktyny  w k o m ó r ­
kach s t r an sfor mo wa ny ch .  P i e rwsze  in formacje  na 
ten temat  s ięgają  po c z ą tk ó w  lat 80-tych.  S t wi erdzo­
no w ów czas  ob ecność  doda t kowe j  izoaktyny ę w k o ­
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morkach  mięsaka  180 ¡76] i z m u t o w a n ą  aktynę 
P(Pm) w chemicznie  s t ra nsf o rm ow anyc h  ludzkich fi- 
b roblas tach  H U T -1 4  [35, 65, 66]. Ak tyna  p m w y st ę ­
puje w n o w o tw o ro w y c h  f ibroblas tach w ilościach 
odpowiada jących  p oz io m ow i  izoform [1 i y w f ibro­
blastach normalnych.  Jej punkt  izoc lck t ryczny  jest 
p rzesunięty w k ie runku k w aśn ym ,  a masa  cząs tecz ­
kowa nieco w yższa  w p o r ów nani u  do wartośc i w y ­
znaczonych  dla cy top laz ma tyc zne j  ak tyny  [3. U d o ­
wodn iono  również ,  że powstan ie  tego białka jest  w y ­
nikiem somatycznej  mutac ji  w j e d n y m  z genów  ak ty ­
nowych,  wynika jącej  z zastąp ien ia  reszty gl icyny ar- 
g in iną  w pozycj i  244 a m in o k w a s u  w łańcuchu  poli- 
pep ty dowym.  W i a d o m o  również ,  że podw yższ on a  
synteza tej i zoformy,  w yw oł ana  poprzez  t ransfckc ję 
f ibroblastów genem aktyny (3m, po w o d u je  zak łócenie 
p rawid łow ego „ u t kani a” mik ro f i l am en tó w,  czemu 
towarzyszy  j e d n o c z e s n y  wzros t  właśc iwo śc i  meta-  
s ta tycznych t r ans fo rm ow any ch  fibroblastów.  
Dzia łanie  genu kodu jącego  z m u t o w a n ą  aktynę [3m 
wydaje  się być spr zężone  z eks p re s ją  o nk ogenó w  
myc  i ras  [66].

266

Ryc.  2. Lokalizacja eytoplazmatycznych  
izoaktyn w  epitelia lnych komórkach  

M D C K , stransformowanych M SY  

(M olon ey  sarcom ci v iru s)  [70] (z m o ­
dyf ikowano).  A, B komórki nie ­

inwazyjne,  C, D —  inwazyjne; AC  
— reakcja ze znakowanym i fluore­

scencyjn ie  przeciwcia łami rozpo­

znającymi aktynę y; B, D —  reakcja 

ze znakowanym i fluorescencyjnie  

przeciw cia łami skierowanymi prze­

c iw ko aktynie (1; obraz uzyskany w  

mikroskopie  konfokalnym.

O be cn ość  zm uto wa nej  formy aktyny  [3 s tw ie rdz o­
no również  w ko m ó rk a c h  mys iego  czerniaka  B 16 
[67, 77, 78], S tosując  techn ikę  e lek t roforezy  dw u k ie ­
runkowej  pok azano ,  że b ia łko to współ is tn ie je z izo­
te rmami  [3 i y. Analiza po ró w n a w c z a  c D N A  mutanta  
oraz c D N A  aktyny  [3 wykaza ła ,  że w D NA mutanta  
nuklcotyd kod ujący  argininy został  zas tąp iony  przez 
nuklcotyd kodują cy  izo lcucynę  w pozyc ji  28 p o ­
wsta jącego  pol ipe pty du  [78], Transfckc ja  genem 
zmutowanej  ak tyny  ko mó re k  czerniaka  o wysokiej  
inwazyjnośc i  —  pow o d u je  redukcję możl iwośc i  mc- 
tas ta tycznych  tych kom ór ek  [67].

lV-3. Izoformy aktyny w innych procesach chorobo­
wych

Z m ie n io n ą  ekspres ję  izoform aktyny obserwuje  
się w kom órk ach  przy ranny ch  w stanach n iepra­
wid ło we go  gojen ia  się ran, p r ow adz ąc yc h  do pr ze ro­
stu blizn oraz  w zwł óknie n iu  (jibrosis)  w n iektórych 
narządach,  takich jak wąt roba  czy płuca [11.  43, 44, 
46, 47,  7 9 J. W trakc ie  p ra w id ło w eg o  zabl iźniania ran

PO STĘPY BIOCHEMII 45(4), 1999http://rcin.org.pl



f ibroblasty prz ek sz ta łca ją  się w miof ibroblas ty ,  cze ­
mu towarzyszy  „ c z a s o w a ” ekspresja  ak tyny a ,  ty po ­
wej dla kom órek  mięśni  g ładkich  (c/SMA). Aktyna  
uczes tniczy w kurczeniu  się tkanki  z ia rninowej  w 
gojącej  się ranie.  Ut rzym an ie  ciągłej  ekspresj i  tej 
i zoaktyny prowadzi  do b l izno wacenia  ran lub innych 
chorób,  j a k  np. mar skość  wąt r oby  [1 1, 43, 46],

Po z io m syntezy  a S M A  w f ibroblastach jes t  k o n ­
t ro lowany przez  n iek tóre  składniki  macierzy  
ze w n ą t r zk o m ó rk o w e j  (heparyna)  oraz cy tokiny ( in­
ter feron y i TGF[3|  —  „transform ijig  grow th  fa c to r  
[I,” ). TG FP i  s tymulu je  ekspres ję  ak tyny a  w miofi-  
b roblas tach  i u m oż l iw ia  tym s am ym  zabl iźnianie,  
na tomias t  dz ia łanie in te r fe ronu  y w yw ołu je  efekt 
p rzec iw ny  [ 8 0 J. Po dawa ni e  inter feronu y pac jen tom 
c ie rp iącym na przerost  bl izn oraz chorobę  Dupuyt re -  
na redukuje  p oz io m  a .SMA w kom órkach ,  a tym sa­
m ym  ogranicz a  obszar  uszkod zenia  [81],

Wydaje  się więc,  że a S M A  może  służyć jako  m a r ­
ker nie tylko zm ian  n o w o tw o ro w y c h ,  lecz również  w 
schorzeniach  zw ią zanych  z proc ese m  włóknicnia ,  na 
przykład  w chor oba ch  wą t ro by  takich jak  marskość ,  
chroniczne  zapalenie ,  czy też now otw or y  wąt roby  
[43-45],  W zdrowej  wątrobie ,  komórki  Ito uczes t ­
n iczą  w m a g a z y n o w a n iu  w i ta min y  A oraz w p r o d u k ­
cji sk ładowych m acie rzy  zewną t rz ko m órkow e j .  W 
stanach pa to logicz nyc h ,  p r zeb iega jących  z pr ocese m 
włóknicn ia ,  komó rki  te prol ife rują ,  nabierając m o r ­
fo logicznych cech miof ibroblas tów,  co j edn ocz eśn ie  
wiąże się ze wz ro s t em  ilości f i l amentów aktyny  oraz 
poz iomu cxSMA w odpo wiedz i  na pos tępujący  pr o ­
ces zw łó kn ien ia  w wą t robie  [43, 44).

Wzros t  ekspres j i  c/SMA ob se rw o w an o  również  
podczas  in d u k o w an eg o  b lc o m y c y n ą  w łóknicn ia  
ś r ó d m ią ższ o w y ch  p ę c h e rz y k ó w  płucnych  szczura 
[ 79, 47 ], A na log iczna  sy tuac ja  może  mieć miejsce w 
przy pa dk u chronicznej ,  bakteryjnej  infekcji  płuc i 
podczas  zat ruc ia  w y w o ł a n e g o  w dy c h a n ie m  z w ią z ­
ków' toksycznych .

Ekspres ja c /SMA ulega zmianie  u pac jen tó w c ie r ­
p iących na cho ro bę  H irs chpr un ga  [48], polegającej  
na zaburzen iach  pcrys ta l tyki  jelit oraz n iedrożnośc i  
jelita g rubego .  Ba dania  i m m uno hi s t oc hcm ic znc  m i ę ­
śni g ładkich jelit p a c j en t ów  nie w y k azu ją  obecnośc i  
a S M A  —  jednego z na j i s to tniej szych  sk ł adników 
apara tu ku rcz l i wego mięśni  gładkich.

Wzros t  syntezy  m R N A  aktyny  [3 towarzysz y  d o ­
św iadc za ln em u  usz ko dzen iu  lewej komo ry  serca u 
psów [82], które po w o d u je  jej  przerost .  P o d w y ż s z e ­
nie ilości m R N A  nic je s t  j e d n a k  skore lowane  z iden­
tycznym wzro s t em  p o z io m u  izoformy f3. Wydaje  się, 
że po jawi a j ący  się t ranskrypt  nic ulega translacj i ,  
a lbo też jes t  on z m i e n i o n ą  fo rm ą  ak tyny  (3, której nic
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rozpoznano  przy za s t o sow ani u  s tanda rdowych prze ­
ciwcia ł  sk ie ro wanych  przec iwko izoaktynie [3. M o ­
ni torowanie  ekspres ji  genu  ak tyny  [3 może  więc 
służyć za n i e spe cy f i czny  m ar k e r  uszkodzenia  komór  
serca [82],

Pos t t rans lacy jna  m od yf ik ac ja  ak tyny  [3, po le ­
ga jąca  na u tw orz en iu  m os tk a  dw us ia rc zkow ego  p o ­
m iędzy  C y s 284 a Cys"'7'' w  ła ńcuchu  po l i pepty dowym  
cząsteczki ,  tow arz ysz y  zmianie  kształ tu e ry trocytów 
w anemi i  s ie rpowate j  [49], Fakt  ten, zdaniem au to ­
rów [49], m o ż e  w przysz łośc i  w yzn aczy ć  k ierunek 
leczenia  anemi i  s ierpowatej .

V. Podsumowanie

Ocenia jąc  wynik i  badań,  zm ie rza j ący ch  do ustale­
nia ce lowośc i  i stnienia w kom ór ce  wic iu izoform a k ­
tyny w ydaje  się, że o d p o w ie d ź  na to py tanie  po zos ta ­
je nadal s p ra w ą  otwar tą.  Nie  mniej  jednak wiele d a ­
nych po cho dzącyc h  z różnych  laborator iów,  w s k a z u ­
je  na z r óż n icow an ie  lokal izacj i  i funkcj i  ak tyny  w 
ko m ór ce  oraz zm ia ny  ekspresj i  i zoform aktyny w 
różnych  stanach pa to logic znych  m.in.  w chorobach 
n o w otw or ow ych.

Jednymi  z najbardziej  interesujących są doniesie ­
nia o możl iwośc i  wykorzys tan ia  zmienionej  ekspresji 
i zoformy ak tyny  a  z mięśni  gładkich (c/SMA), jako 
markera towarzyszącego  pojawianiu się różnych ch o­
rób. Wykazano,  że ekspresja tej i zoformy ulega zm ia­
nie w now otw oro wyc h komórkach  jajnika,  szyjki m a ­
cicy, skóry, piersi,  płuc, węz łów  chłonnych  i wątroby 
oraz podczas włóknicn ia  tkanek,  p rowadzącego  do 
przerostu blizn, marskośc i  i p rzewlekłego w irusow e­
go zapalenia wątroby.  Na  szczególną  uwagę  zasługują 
też spost rzeżenia,  wskazujące na wzrost  ekspresji  i z o - 

formy (3 i jej peryferyjnej  lokalizacji  w szczytowych 
part iach ps eud opod iów w inwazyjnych komórkach 
nowotworowych.

W świet le po w y ż sz y c h  informacj i ,  z uwagi  na 
wie lo fu nk cyj ność  ak tyny  i jej znaczenie  w życiu k o ­
mórki ,  badania  zmian  i lośc iow ych  i j a k oś c io w yc h 
tego bia łka w mater iale  pa to lo g ic zny m winny być 
kon tynuow ane .  K lu c z o w a  rola ak tyny  w morfologi i  
komórki  i jej  zdolnośc i  do ruchu  czyni  j e is totnymi 
na drodze  do z ro zum ie n ia  mo leku la rn ego  m e c h a n i ­
zmu wie lu  chorób ,  a szczególn ie  procesu  wzrostu  n o ­
wo tworów,  w c z e s n e g o  ich w yk ry w an ia  i zdolności  
do tw orzenia  przerzutów.
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I. Wstęp

C e c h ą  ch arak te rys t yczn ą  k om órki  eukariotycznej  
j es t  obecność  w y o d rę b n io n e g o  morfo logicznie  i 
funkcjona lnie  ją d ra  k o m ó rk o w e g o .  Rozdzielenie  re ­
plikacji  i t ranskrypc j i  z a c h o d z ąc y c h  w jądrze ,  od 
translacj i  p rzeb iega jące j  w cy to plazmie ,  pozwol i ło 
cukar ion tom na n ie do s t ępn ą  o r g a n iz m o m  prokario-  
t ycznym  precyz ję  w kontrol i  ekspres j i  genów i syn te ­
zy DNA.  Z drugiej  j e d n a k  strony,  komórki  eukar io ­
tyczne zm usz one  zostały do stałej kontroli  stężenia 
cząsteczek  w obu przedz ia łach  k o m órko w yc h oraz 
ciągłej  w y m ia n y  cząs teczek  m ię d z y  nimi.  Jony, m e ­
tabolity,  a nawet  małe  po l ip ept ydy  t ranspor towane  są 
w obu k ie runkach  biernie,  na drodze  dyfuzji .  Duże
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cząs teczki i ich ko m p le k sy  p rzem ieszczane  są a k ­
tywnie —  p r o c e s  ten w y m a g a  energii .

Do ją d r a  k o m ó r k o w e g o  w ędr u ją  przede w szys t ­
kim z s y n te ty z o w a n e  w cy top lazmie  białka  ważne  dla 
prawid łowej  s t ruk tury i funkcj i  j ądra.  G ł ó w n ą  grup ą  
cząsteczek,  k tó re  m u s z ą  zostać przenies ione  z jąd ra  
k o m ó r k o w e g o  do cy to p la zm y  są na tomias t  kw asy  ry ­
bo nu kl e in ow e  (RN A) .  Ten pros ty  sche ma t  t ranspor tu 
ją d r o w o -cy to pl azm a ty czne go ,  tzn. białka jądrowe 
wędru jące  do  j ą d r a  k o m ó rk o w e g o  i cząs teczki  R NA  
p rzem iesz cz a j ące  się do cytoplazmy,  jes t  w rz eczy ­
wistości  du zo  bardziej  skompl ikowany.  Wiemy 
obecnie,  że n ie k tó re  b ia łka są w p ew ny ch sytuacjach 
e kspo r tow ane  z ją d ra  k o m ó r k o w e g o  do cytoplazmy.  
Opisano  r ó w n ie ż  grupę  po l i pepty dów p rzem ie sz ­
cza jących  się stale m ię d zy  cy to p la z m ą  i j ądrem.  Z ra ­
cji ich ciągłej  w ę d r ó w k i  n a z y w a m y  je b iałkami  w a ­
ha d ło wy mi  (ang.  shuttle ) .  Z kolei  niektóre R NA 
t ran sp or to wan e  są w komó rce  z cy topla zmy do jądra.  
Przyk ład em  tak ich  właśnie  cząs teczek  są niektóre ni- 
sk o cząs tec zkow c,  boga te  w urydynę  ją d ro w e  RNA 
(snRN A) ,  k tóre w t rakcie swojej  b iogenczy  tylko 
czasowo p r z e b y w a j ą  na terenie cytoplazmy. Chociaż  
tuż po t ranskrypc j i  w ędru j ą  one z ją dr a  k o m ó r k o w e ­
go do cy toplazmy,  to j e d n a k  p ow raca ją  do jądra, 
gdzie pe łn i ą  p rz yp is ane  im funkcje.

Transpor t  b ia łek  i rybonuklc opr o tc in  (RNP)  przez  
pory j ą d r o w e  j e s t  p roc ese m  se le k t ywny m  —  spośród 
wielu cząs teczek  m u s z ą  zostać wy brane  tylko te, k tó­
re m ają  być przen ie s io ne  na drugą  st ronę  otoczki  
j ą drowej .  Tr a n sp o r to w a n e  cząsteczki m u s z ą  po s ia ­
dać na swojej  p ow ie rzchn i  sygnały precyzyjnie  roz ­

IMPORT E K S P O R T

Ryc. 1. M odel „w ah ad łow ych  receptorów ” . R -  receptor, S -  substrat, N L S -  sygnał lokalizacji jąd row ej, N E S -  sygnał eksportu zjądra kom órkow ego  

do cytoplazm y, N PC  -  por jąd row y [2],
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p o z n a w a n e  przez  ma sz yner ię  t ransportującą.  Sy ­
gna ły  takie nic tylko wyznacza ją ,  które z cząs teczek 
m a ją  zostać  pr zenies ione  na  d ru g ą  s tronę otoczki  
j ądrow ej ,  ale równi eż  in fo rm uj ą  o k ie runku t r anspor ­
tu.

Białka,  które są t r ansp or tow ane  z cy toplazmy do 
ją dra  k o m ó r k o w e g o  p os ia da j ą  sygnał  lokalizacj i  
j ąd rowe j ,  w skróc ie  okreś lany  ja k o  NLS (ang. nu c le ­
ar loca liza tion  s ignal) .  Z kolei białka,  które są eks ­
por towane  z ją d ra  do cy to pl azm y pos iada ją  sygnał  
eksportu N E S  (ang. nu c lea r  export signal).  Zarów no  
impor t  j a k  i eksport  po l ipept ydów  zależy od specja l­
nych białek,  które n a z y w a m y  receptorami .  Zakłada  
się, że m e c h a n iz m  impor tu  i ekspor tu  jes t  podobny.  
Receptory  impor tu zna jdując e  się w cy toplazmie  
rozpozna ją  b ia łka po s iada jące  sygnał  lokalizacji  
j ądrowej .  U tw o rz o n y  ko m pl eks  subs trat - receptor  
przemieszcza  się przez  por  otoczki  j ąd rowej ,  dociera 
do nukleoplazmy,  gdz ie  receptor  oddys oc j owuje  od 
substratu.  Subs t ra t  pozos ta je  w jądr ze  kom ór ko wym,  
a uwoln ion y  receptor  p o w raca  do cytozolu po nowy 
ładunek .  Receptor y  ekspor tu  z kolei  ł ączą  się z sub- 
s t ra tem w jądrze k o m ó rk o w y m .  R az e m  z subst ra tem 
doc ie ra ją  do cy toplazmy.  Po wy konan iu  zadania re ­
ceptor  ekspor tu  wraca  do jądra kom ó rk o w e g o  p o z o ­
stawia jąc w cy top lazm ie  przen ies ion y  substrat .  Po ­
n ieważ  za ró w no  receptory  ekspor tu  ja k  i importu p o ­
rusza ją  się c iągle mię dzy  cy to p la zm ą  i j ądrem,  
p rzed s ta wio ny  model  na zyw a  się czasem modelem 
w a h a d ło w y c h  recep to ró w [1, 2] (Ryc . l ) .

W t ransporcie  cząs teczek  przez o toczkę  ją d r o w ą  
m o g ą  brać udz ia ł  także inne czynniki  bia łkowe,  które
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przyłącza jąc  się do subst ra tu  u m o ż l i w ia ją  jego  roz ­
poznanie  przez  odp ow iedn i  receptor.  Bia łka  takie 
n a zyw am y adaptorami  lub b ia łkami  adaptorowymi .  
Receptor  rozpoznaje  w tak im p r z yp adk u sygnał  loka ­
lizacji su bkom órk ow ej  zna jdujący  się na cząs teczce 
adaptora.  Pol ipeptydy  tego typu  o d g ry w a ją  o lbr zy ­
m ią  rolę w eksporc ie RNA.

II. Jądro komórkowe. Pory jądrowe

Jądro ko m ó rk o w e  o toczone  jes t  o to czk ą  j ą d r o w ą  
sk łada jącą  się z dw ó ch  błon rozdz ie lonych  przes t rze­
n ią  o ko ło ją dr ow ą  (perynuklearną) .  Zew nę t r zna  
o toczka  pozos ta je  w c iągłośc i z szors tk im ret iku lum 
en d o p la zm a ty cz n y m  (ER)  [3], a p rzes t rzeń  perynu-  
k learna  w c iągłości  ze świa t łem ER. W ym ian a  
cząs teczek  między  n u k le o p la z m ą  a cy to zol em o d b y ­
wa się w ściśle okreś lonych  mie jscach  otoczki  j ą d r o ­
wej za po średn ic tw em  tkwiących  w niej s t ruktur  
zwanych  porami  j ą d r o w y m i  (NPC)  [4]. Por  ją d ro w y  
jes t  o lbr zymią  s t ruk turą  o mas ie  około 125 M D a  [5], 
Jest  za tem około 30 razy większy  od rybosomu.  Z a ­
sadniczym e le m en te m  N P C  je s t  cy l indryczna  część 
po ds ta w ow a  tkwiąca  w o toczce  jąd rowe j .  Od strony 
cy toplazmatyczne j  do części  po ds t aw ow ej  przy lega 
pie rśc ień cy top lazmatyczny ,  a od s t rony nukleopla-  
zmy p ierśc ień jądrowy.  Od p ie rśc ien ia  cy toplazma-  
tycznego  odchodzi  8 s t ruk tur  f ib ry larnych  zw anych  
włókienkami .  Do p ie rśc ien ia  j ą d r o w e g o  przy łączona  
jest  s truktura m or fo logicznie  pr zypomi na jąca  kosz 
(ang. basket)  [6-10].  Występując y  w  części  p od s t a ­
wowej  kanał  o ś rednicy  około  9 nm  po zw ala  na s w o ­
bo dn ą  dyfuz ję  jonów,  me ta bo l i t ów  oraz małych 
białek (mnie j szych  niż 40-60  kDa).  Większe  
cząsteczki  m u s z ą  być  t ransp or tow ane  aktywnie ,  do 
ich t ranspor tu w y m a g a n a  jes t  energia  [11]. Białka 
budujące N PC  n a z y w a m y  ogólnie nukleoporynami .  
W skład po jedy nc zego  k o m pl eks u  po ro w e g o  w c h o ­
dzi około 50-100  różnych  peptydów.  Większość  z 
nich powtór zon a  jes t  w k a żd ym  kom ple ks i e  w ie lo ­
krotnie (8 lub 16 razy) dając w sumie  około 1000 
pepty dów  bud ujących  j e d e n  N P C  [12-14],  Wiele nu- 
k leoporyn pos iada  charak te rys tycz ne  m o ty w y ami- 
nokwasowe:  wie lokro tn ie  p o w tó r z o n ą  sekwencje  
FXF G (np. N u p ł 5 3 p ,  p62)  [15, 16] lub G L F G  (np. 
Nup98p)  [17], Z badań  p r z e p ro w a d zo n y c h  in v itro , a 
także ws tępnych  badań  in vivo  wynika ,  że m ot yw y  te 
odpowiedz ia lne  są za oddz ia ływ an ie  z czynnikami  
k ie rującymi  t r anspor tem cząsteczek.  N uk lc op ory ny  
pos iada ją  również  sekwencje  am in o k w aso w c ,  które 
po zw ala j ą  im oddz ia ływać  ze sobą  umoż l iwia ją c  p o ­
wstan ie  s k o m pl ik ow anego  k o m pl eks u  porowego.  Są  
to przede  wsz ys tk im  sekw encje  w a runku jąc e  p o ­

wstan ie  a -h e l i s  zdo lny ch  do tworzenia  s t ruktur  typu 
,,c o i led -co iT )  czy m o t y w ó w  tzw. zamk a lcucynowc-  
go. W  pew n y c h  n u kl eop or ynac h  zna lez iono  również  
m o ty w y  pa lcó w cy nkow ych ,  a także inne dom eny 
charak te rys tyczne  dla białek w ią żących  R N A  [14],

III. Import

III- l .  Sygnały lokalizacji jądrowej

K la sy czn y m  sy gnał em  lokal izacj i  j ą d row e j  białek 
(NLS) je s t  sekw encja  ki lku z a sa dow yc h  a m i n o k w a ­
sów. Najlepiej  scharak te ry zow an y N L S ,  w y s t ę ­
pujący  w dużym  antygenie  T wirusa  SV 40,  to prosta 
sekwencja  s iedmiu  am in okw asó w :  P K K K R K V  [18], 
Sygnały  tego typu często zn a jd u jemy  w bia łkach 
jąd ro wych .  Pod ob ny  w charakterze  N LS ( reszty a m i ­
n o k w a s ó w  zasad ow ych )  zos ta ł  z loka l iz ow any w nu- 
k le oplazminie  [19], Sygnał  lokal izacj i  j ądrow ej  nu- 
k leop lazmi ny  jes t  j e d n a k  d w u c le m e n to w y  —  składa 
się z dw óc h za sa d o w y ch  m o ty w ó w  rozdz ie lonych 
k i lkoma resztami a m inokw aso w ym i .  P oni ew aż  w 
wie lu b ia łkach j ą d r o w y c h  zna lez iono  p r z y p o m i ­
nające NL S m o ty w y  a m in ok w asow c ,  sądzono,  że 
białka  kor zys ta ją  tylko z j e d n e g o  szlaku w p r o w a ­
dza jącego  je  do ją d ra  ko m ór ko we go .  Szy bko  jednak  
okaza ło się, że jest to za łożenie  błędne.  Oprócz  k la ­
sycznego ,  tzw. z a sa dow ego  sygnału  impor tu,  istnieją 
jeszcze  inne sek we nc je  a m in o k w a so w c  k ierujące 
białka  z cy t opl azmy  do ją d ra  kom ór ko we go .  Jednym 
z lepiej scha ra k te ry zo w any ch  sygn ałów N LS  o 
zupe łn ie  innej s t rukturze jes t  tzw. do m en a  M9 wys tę ­
pująca  w białku h n R N P  Al  [20, 21], Białko Al  jest  
j e d n y m  z białek ko m p le k só w  rybonuklcopro tc ino-  
wych  zawie ra jących  m R N A  (tzw. lmRNP) .  Dom ena  
M9 nic p r zyp om in a  k l a syc zne go  NL S z SV 40, j es t  
znacznie  d łuższa  (38 am in o k w a só w )  [22, 23], za w ie ­
ra sporo reszt  g l icynow ych oraz am in o k w a só w  a ro ­
matycznych .  Bia łko h n R N P  Al  jes t  b iałkiem w a ­
hadło wym,  pr zem ie szcz a ją cym  się ciągle między  cy- 
to p l azm ą  i j ą dr em .  Ciekawe,  że do m en a  M9 jes t  nie 
tylko sygna łem impor tu  Al  do jądra ,  ale również  
umoż l iw ia  ekspor t  tego bia łka  do cytoplazmy.

O d m ie n n y  sygnał  impor tu op isano w przypadku 
innego b ia łka  kom p lek su  lmR NP —  białka  K. Białko 
to ma dwie  sekwencje  lokal izacj i  j ądrowej :  k lasycz­
ny NLS oraz tzw. KNS,  e lement  s trukturalnie nic 
związany  z ż a dn ym  innym sygna łem impor tu [24], 
KNS podo bn ie  j a k  d o m e n a  M9 h n R N P  A l  o d p o w ie ­
dzialny jes t  nie tylko za import ,  ale również  za ek s ­
port  h nR N P  K z ją d ra  k o m ó r k o w e g o  do cytoplazmy.

Bardzo c i ekaw ym ,  i nic do końca wy jaśn ionym,  
z agadnie n iem jes t  impor t  białek ry bo so m ow yc h  do
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nukle opl azmy  i dalej d o j ą d e r k a  —  mie jsca  sk ładania 
podjednos tek  ry bos om ów .  Nie w ie m y  czy bia łka  ry- 
bo so mowe t r anspo r tow ane  są  do ją d ra  każde  osobno,  
czy też tw o r z ą  w cy top laz mie  kom ple ksy  i dopiero w 
takiej fo rmie  forsu ją  o toc zkę  jądrową.  Badania  ki lku 
ludzkich i d ro ż d ż o w y c h  bia łek ry b o so m o w y c h  u j a w ­
niły, że n iektóre  z nich po s ia da ją  ki lka n iezależnych  
sygnałów loka lizacj i  j ądrowej .  Po u tworzeniu  p o d ­
jednos tek  ry b o s o m ó w  sygnały te m u s z ą  być w jakiś  
sposob m a s k o w a n e ,  w p rzec iw n y m  razie p o d je dnos t ­
ki b j ł y b y  po n o w n ie  imp or to wane  z cy toplazmy,  a 
przecież m a j ą  tam pozos tać  i, u tw orzyw szy  ak tywne 
rybosomy,  uczes tn icz yć  w translacj i .  Naj lepiej  scha­
rak te ryzowane  sygnały  impor tu  b ia łek r y b o s o m o ­
wych sk łada ją  się z lub zawie ra ją  krótkie zasadowe 
peptydy,  które choć  p rz y p o m in a ją  na p ie rwszy  rzut  
oka  k lasyczny  NL S,  w yk orzys tu ją  inny, specyficzny  
dla nich szlak impor tu  [25-30],

Warto równ ie ż  w tym mie jscu  wspom nie ć  o im ­
porcie snRNP.  Uczes tn iczące  w wycinaniu  in tronów 
jądrowe  n is ko cząs t eczk ow e  R N A  ( sn RN A U l ,  U2,

U4,  U5)  t r ans kr yb ow ane  przez  polinaerazę łl RNA,  
ek sp or to wane  są po t ranskrypc ji  z j ą dr a  k o m ó r k o w e ­
go do cy to pl azm y [31], Tak  jak wszys tk ie  inne tran- 
skrypty pol inaerazy II RN A,  s n R N A  m a ją  na swoim 
końcu  czap eczkę  (ang.  cap).  C zapeczka  to zmetylo-  
wana  w pozyc ji  7 gu an o zy n a  po łąc zona  z p ie rwszym 
t r a n s k ry b o w a n y m  nuk lco ty d em  cząsteczki  R NA 
m ost k ie m  5 ’- 5 ’ t r i fos fo ranow ym.  W cytoplazmie  
s n R N A  ro zp o zn aw an e  są  przez grupę  białek z w a ­
nych b ia łkami  Sm [32], Bia łka  Sm rozpozna ją  ch a ­
rak te rys ty czną  sek w enc ję  R N A  (P u A ( U ) nGPu)  [33, 
34], ok re ś l aną  częs to ja k o  mie jsc e  wiązania  Sm. Po 
u t worzeniu  k o m pl eks u  z b ia łkami  Sm dochodzi  w 
cy toplazmie  do h ipermety lac j i  s t ruktury czapeczki  
na 5 ’ ko ńcu  cząs teczek  s n R N A  —  włączona  kotran- 
skrypcyjnie  m o n o m c t y l o g u a n o z y n a  ( m 7G) o t r z y m u ­
je  dwie  do da tk ow e  grupy  m e ty lo w e  tworząc  tr imety- 
log ua no zynę  ( m 2,27G) [35], Tak  z m od yf ik ow any  ni- 
s ko cząs te czk ow y ją d r o w y  R N A  wraz z o d ­
dz ia łu jącymi  z n im b ia łkami  wraca  do jądra k o m ó r ­
ko we go (R y c .2).

Cytoplazma
Ryc. 2. Jądrowo-cytoplazm atyczny transport U snR N A  transkrybowanych przez polimerazę II RN A . N o w o  powsta łe  sn R N A  są eksportowane z jądra 

kom órkowego do cytoplazmy. W cytoplazmie snR N A  rozpoznawane są przez grupę białek zw anych białkami Sm. Z m odyf ikow any kotran- 

skrypcyjnie koniec 5 ’ sn R N A  (m 7G) zostaje w  cytoplazmie dodatkowo zm e ty low an y  tworząc 3mG (m : :  7G). Kom pleks  snRNP z łożony  z 

snRNA posiadającego tr im etyloguanozynę na końcu 5 ’, białek Sm oraz dodatkowych peptydów, powTaca do jądra kom órkowego .  Niektóre  

białka w c h od zące  w  skład dojrzałego snR N P transportowane są z cytoplazm y do jądra k om órk ow ego  sam odzie ln ie  i dopiero na terenie jądra 

przyłączają się do snRNP.
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Sygnał  impor tu  s n R N P  (kom ple ks  sn R N A  i 
b ia łek)  jes t  dwuczęśc i owy,  składa się z j eszcze  nic 
naj lepiej  scharak te ry zo wanego  m o ty w u  z na jd u ­
jąc e g o  się w komp leks ie  b iałek Sm [31, 36] oraz ze 
specyf iczne j ,  charak te rys tyczne j  tylko dla małych 
ją d r o w y c h  R N A  czapeczki  —  t r imet y loguanoz yny  
( m 2,2,7G) [37-41],

III-2. Import białek o klasycznym sygnale lokaliza­
cji jądrowej

Zgodnie  z teor ią  w a h a d ło w e g o  receptora,  białka 
pos iadające sygnał  lokal izacj i  j ądrowej  ro z p o z n a w a ­
ne są w cy toplazmie  przez  receptor  i razem z n im 
pr zemi eszczane  są  na dr u g ą  s tronę  otoczki  j ądrowej .  
Pr ze ło m em  w poz naniu  m e c h a n i z m ó w  impor tu  było 
op raco wan ie  sys tem u in vitro  [42-44],  który dos ta ­
tecznie dobrze imi tow ał  impor t  zacho dząc y  w żywej 
komórce .  W systemie tym obse rwu je  się impor t 
( jądrow ą akumulac ję )  f luorescencyjn ie w y z n a k o w a ­
nego substratu przez  komó rki  ł agodnie  po t rak towane  
dygi ton iną .  Podczas  prz ygo to w an ia  ko m órek  d o c h o ­
dzi do perforac ji  b łon y  cy top lazmaty czne j  i usun ię­
cia rozpusz cza lnych  sk ł adnik ów komórki .  Ak ty w ny  
t ranspor t  zależy od dodania  do układu frakcji  cytozo-  
lowcj [44], Układ  taki pozwol i ł  na oczyszczenie ,  a 
nas tępnie  m ol eku la rną  charak te rys tyk ę  czynników 
n iezbędnych  w proces ie  importu b iałek  do jąd ra  k o ­
mó rkow ego.  Stosując  ja k o  subs tra t  BS A  z k o w a le n ­
cyjnie przy ł ączonym i  peptydami  zawiera jącymi  sy ­

gna ły NLS ,  s c h a rak t e ry zo w ano  cz te ry takie c zyn n i ­
ki: impo r ty nę  a  ( z w a n ą  rów ni eż  ka r io fe ry n ą  a ) ,  im- 
po r tynę  p (kar ioferyna  P), które ja k o  he te rod imer  
tworzą  w ła śc iw y receptor  sekwencj i  N L S  [45, 46], 
oraz dwa  inne białka:  m a ł ą  G T P a z ę  R an /T C 4 [47-49] 
i N T F  2 (pp 15 lub plO)  [50, 51].

W  cytop laz mie  b ia łka  p os ia da ją ce  klasyczny,  z a ­
sadowy  N L S  ro z p o z n a w a n e  są  p rzez  he te ro d im er  im- 
por tyn a  i P [52, 53], Za wi ązani e  N L S  o d p o w i e ­
dzialna  jes t  imp or tyn a  a .  To na jej  po wier zchni  zn a j ­
duje się m o ty w  rozpo zna ją cy  sygnał  lokal izacj i  
j ądrowej .  N a  sw oi m  ko ńcu  a m i n o w y m  impor tyna  a  
posiada  miejsce  wiązan ia  im p o r ty n y  p, tzw. do m enę  
IBB (ang. im portin  p b in d in g ) [54, 55]. Im por tyna  p 
od po wiedz ia l na  je s t  za c u m o w a n i e  k o m pl eks u  re- 
cep tor -subs t ra t  ( a / p / N L S )  do cy to p la zm a ty czn yc h  
włókie nck  p or ów  j ą d r o w y c h  [56], E tap  ten nie w y ­
m aga  energii .  Drugi  etap impo r tu  to t rans lokac ja  
ko m ple ksu  przez  kanał  N PC .  Tra ns lo kac ja  je s t  p r o ­
cesem za le żny m  od energii ,  w y m a g a  hydro l izy  GTP 
przez  Ran. W proces ie  t rans lokac j i  bierze również  
udz ia ł  bia łko N T F  2. T rans l okac ja  koń czy  się na 
p ie rśc ien iu  w e w n ę t r z n y m  N PC .  Dochodzi  tutaj do 
rozdzia łu  k o m pl eks u  a / p / N L S .  Subs t ra t  zostaje 
uwo ln ion y  do nuklcoplazmy ,  a podj ednos tk i  r ecep to­
ra: impor tyna  a  i impor tyna  p, n ieza leżn i e  od siebie 
w ra ca ją  do cy t op la zm y  [57],

M ech an iz m  impor tu białek o k la syc znym ,  z a sado ­
w ym  sygnale  lokal izacj i  j ą d ro w e j  przeds ta wia  sc he ­
ma tycznie  Ryc. 3a.

A. B.
Importyna a / p Transportyna

Ryc.  3. Import białek posiadających kla syczny  NL S (a) i import białka A l  kom pleksu hnRNP (b). W  imporcie  p eptydów  posiadających klasyczny  

NLS biorą udział importyny a  i (3. Receptorem importu A l  jest transportyna (T). Zarówno w  je d n ym  jak i w  drugim  przypadku, w  jądrze ko ­

m órkow ym  dochodzi do oddysocjowania  substratu (S i A l )  od receptora ( a /p  i T) w  w ynik u  wiązania  się  GTPazy  Ran do receptora. Wysokie  

stężenie  Ran w  formie RanGTP w  jądrze utrzymywane jest dzięki  działaniu białka G E F /R C C 1 , które jest zasoc jow an e  z chromatyną [2],
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W jaki  sp os ób  przemi esz cza j ący  się w N P C  k o m ­
pleks or ien tu je  się czy  zna jduje  się w części  cy top la ­
zmatyczne j ,  c zy  też jes t  ju ż  w jąd rze  ko m ó rk o w y m ?  
K l u c z o w ą  rolę o d g r y w a  tu G T P aza  Ran.  Ran w y s tę ­
puje w k o m ó r k a c h  w  dużej ilości,  i chociaż w y kr yw a 
się j ą  g łó wn ie  w jądrze ,  p rzy jmuje  się, że kursuje 
między  c y t o p l a z m ą  i j ą d r e m  k om ór kow ym .  Tak ja k  
w iększość  re gu la cy jn yc h  GTPaz ,  jej ak tywność  
G T P a z o w a  je s t  niska.  A k ty w no ść  ta wzras ta  m a k s y ­
malnie tylko  wtedy,  gdy Ran wiąże się z d w o m a  
b ia łkami : R a n G A P l  (u drożdży  R n a l p )  i R a n B P ł /  
Y r b l p .  Po hydr o l i z i e  GTP, Ran w y m a g a  również 
udz ia łu czynnika ,  aby wym ie ni ć  G D P  na GTP. C z y n ­
nikiem tym je s t  G E F  (ang. g u a n ine  exchange  fa c to r )  
z w an y  ró w n ie ż  R C C ł  (u drożdży  Prp20p).  Z asa d n i ­
cze znaczen ie  dla funkcj i  Ran  ma rozmieszczenie  
białek,  które z tą  G T P a z ą  oddziałują.  Oba  białka s ty­
mulu ją ce  ak ty w n o ść  G T P a z o w ą  Ran zna jdują  się w 
cy toplazmie  [57, 58],  na tomias t  GEF/RC C1 w y s t ę ­
puje  g łów nie  w j ą d r z e  k o m ó r k o w y m  [59], W pł yw a  
to oczywiśc ie  na G T P a z ę  Ran: w jądr ze  k o m ó r k o ­
w y m  wi ęk szoś ć  Ran  znajduje się w formie  Ran-GTP,  
w cy t op lazm ie  na tom ias t  w formie Ran-GDP. Ran 
zwią zany  z G T P  wiąże  się z imp or ty ną  powodując  
jej dysoc ja c ję  z ko m p lek su  a/[3/NLS i uwolnienie  
substratu.  Proces  ten zachodzi  w jądrze  k o m ó r k o ­
w y m  [60] (Ryc. 4).

GTP

III-3. Im port białek nie posiadających klasycznego  
sygnału lokalizacji jądrowej

III-3.1. T ransportyna —  receptor im portu białka A l  
h n R N P

Jak ju ż  w s p o m n i a n o  wcześn ie j ,  część  białek 
ją d r o w y c h  wykorzys tu je  inne  niż k lasyczny  N L S  sy­
gna ły im por tu  do ją d r a  k o m ór kow eg o .  D o m e n a  M9 
białka A l  h n R N P  ro z p o z n a w a n a  jes t  w cy toplazmie  
bezpośrednio  przez  inny receptor  impor tu -  t ranspor-  
tynę  [22, 23]. W  transporc ie  A l  nie b iorą udz ia łu ani 
imp or tyn ą  a ,  ani imp or tyną  [3, ale oczywiśc ie  n ie ­
zbędna  jes t  G T P a z a  Ran.  Transpor tyna  w iąże  się 
równie ż  do n iek tórych  innych  białek ko m pl eks u  
hnRNP,  choc iaż  nie m a j ą  one  typowej  do m en y  M9. 
Ryc. 3b p rzed s ta wi a  schema t  impor tu b iałka  A L  
Fu nkcjona ln i e  podo bną ,  ale s t ruktura lnie  zupe łnie  
inną  d o m e n ę  pos iada  b iałko  K, tzw. KNS. Nic  znamy  
je szcze  receptora,  k tóry od po wi ed z ia ln y  je s t  za 
t ranspor t  b ia łka  K z cy t o p la z m y  do jądr a  k o m ó r k o ­
wego.

III-3.2. R eceptory  im portu  b iałek  rybosom ow ych

Już p i e rwsze  obserwacje  impor tu bia łek ry b o s o ­
m o w y c h  u drożdży  sugerowały ,  że białka te ko rzy ­
stają ze sp ecyf i cznego  szlaku,  od rębnego  od dróg

GDP

(g e f /r c c  1

f  RanBPl )
Ryc. 4. Subkom órkowa lokalizacja  dw óch  form GTPazy Ran w  zależności od zw iązan ego  nuklcotydu gu an inow ego .  W cytoplazmie w ięk szość  Ran 

znajduje się w  postaci Ran-GDP. W jąd rze  natomiast Ran związany jest g łów nie  z GTP. W  obu przedziałach k om órk owych  stan w  jak im  znaj­

duje się Ran regulują  specyf iczne  białka. W cytozolu  aktywność  G TP azow ą  Ran stymulują cytoplazm atyczne  G A P /R n a l  oraz R a n B P l , stąd 

w ysok ie  stężenie  formy Ran-GDP. W jądrze, zasocjowany z chromatyną G E F /R C C 1 powoduje  z kolei w ym ian ę  G D P na GTP, co  w  kon se ­

kwencji  prowadzi do dużego  stężenia Ran-GTP. Stan w  jakim  znajduje się GTPaza Ran jest dla kom pleksu  receptor/substrat sygnałem  infor­

mującym o aktualnym położeniu w  kom órce (cytozol versus  nukleoplazma) [2].
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w yk orzys ty w anych  przez  pozos ta łe  białka jądrowe.  
W  kom órkach  drożdży  z m u tac j ą  w genie  kod ują cym 
n uk leoporynę  N s p ł p  [61] u n ie m oż l iw ia ją cą  impor t 
b ia łek o k la sy cznym sygnale  NLS ,  import  pol ipepty-  
dów pos iada jących  sygnał  p o c h od zący  z je d n eg o  z 
białek r y b o s o m o w y c h  (L25) przebiega ł  normalnie .  
Udało  się z identyf iko wać  d ro żd żo w e  białka za a n g a ­
żowane  w impor t  b ia łka  ry b o s o m o w e g o  L25. J e d ­
nym z tych bia łek je s t  K a p l 2 3 p .  Po n ie w aż  u s z k o d z e ­
nie genu K a p l 2 3 p  w k o m ó rk a c h  drożdży  nie jes t  le- 
talne, po sz uk iw ano  innego  polipeptydu ,  który jes t  
receptorem impor tu dla b ia łek r y b o s o m o w y c h  w 
przypadku braku  K a p l 2 3 p .  Okaza ło  się, że b iałk iem 
tym jes t  P s e l p ,  k tóre w zas tęps twie  K a p l 2 3 p  roz po ­
znaje sygnał lokal izacj i  j ą drow ej  L25,  łączy się z nim 
i bierze udz ia ł  w je g o  t ransporc ie do jądra  k o m ó r k o ­
wego.  W przec iw ień s tw ie  do genu  K a p l 2 3 p ,  delecja 
genu P s e l p  jes t  dla dro żdż y  le ta lna  [62, 63], O d p o ­
wie dn ik iem P s e l p  w k o m ó rk a c h  ludzkich jes t  Ran-  
BP5 (ang. Ran b in d in g p ro te in  5), ale jego  roli w im ­
porc ie  białek ry b o s o m o w y c h  je sz c z e  nie po tw ie r ­
dzono [64], Oba  białka,  które u w a ż a  się za receptory 
impor tu białek ry b o s o m o w y c h  ( K a p l 2 3 p  i Ps e lp ) ,  
na leżą  do rodz iny  b ia łek w y k azuj ącyc h  p o d o b ie ń ­
stwo do impor tyny  p.

Nasza  wiedza  o im porc ie  b iałek r y b os om ow ych  
jest  nadal  szczątkowa.  Nadal  nie po t r a f imy o d p o w ie ­
dzieć na zasadnicze  pytania:  czy ws zys tk ie  białka  ry ­
bo so m ó w  korzys ta ją  z tych samyc h receptorów oraz 
w jaki  sposób  są one  t ra ns po r tow ane  do jądr a  -  po je ­
dynczo czy w postac i  kom pleksów.

III-3.3. Białka uczestniczące w im porcie  snR NP

Jak ju ż  w s p o m n ia n o  przy  o m aw ia n iu  sygnałów 
impor tu cząs teczek  do j ą d r a  k o m ó rk o w e g o ,  sygnał  
umo żl iwi a j ący  po wr ót  sn R N P  z cy to pl azmy  do jąd ra  
jes t  dwuc złonowy :  składa  się ze specyf iczn ie  z m o ­
dyf ikowanej  czapeczki  —  t r imcty loguanozyny oraz 
z jak iegoś  bliżej nie sc ha rak t e ryzo w ane go  e lementu  
w kompleks ie  b ia łek  Sm [39,40],  O ile białka Sm są 
niezbędne  przy  imporc ie  wszys tk ich  badanych  snR-  
NA,  i to za równo w oocytach  X e n o p u s  laevis,  j a k  i w 
kom órkach  HeLa,  to w p ł y w  t r imety lowanej  c zapecz ­
ki zależy od rodzaju s n R N A  i ko m ó rek  użytych do 
badań.  W oocytach  t r im c ty lo w ana  czapeczka  na k o ń ­
cu 5 ’ cząs teczki R N A  niezbędna  jest przy imporc ie  
U l ,  s tymulu je  je dy n ie  impor t  U4,  a w przypadku  U5 
jego  rola jes t  j es zcze  mnie j sza .  W k o m ór kach  HeLa 
we wszystk ich ana l iz ow any ch  p rz yp adka ch  cza p e cz ­
ka wp ływ ała  je d y n ie  na k in e tykę  impor tu ,  a impor t 
zależał  bezwzg lędn ie  od b ia łek Sm [65],

Impor t  k o m p le k s ó w  sn RN P o d b y w a  się innym 
sz lak iem niż impor t  bia łek po s i ada j ących  k la syczny  
NLS.  Wydaje  się, że w imporc ie nie uc zes tn icz y  im- 
por tyna  a ,  ale b ie rze  w n im udz ia ł  im por tyn a  p. N i e ­
d aw no udało się wy iz o l ow ać  z ko m ó re k  H eL a białko 
adaptorowe,  które uc zes tn iczy  w imporc ie  U l  i U5. 
Snurp or tyn a  1, bo tak nazwano  to białko,  rozpozna je  
t r im et y lo w aną  czapecz kę  na 5 ’ końcu  s nR N A .  Jest  to 
po l ipeptyd  w y k az uj ący  p ew n e  p o do b ie ńs tw o do im­
por tyny  a ,  pod obn ie  j a k  ona pos iada  w swojej  części  
N -k oń cow c j  tzw. d o m e n ę  IBB, n ie z b ę d n ą  dla w i ą z a ­
nia impor tyny  p. Wydaje  się, że snurpor t yna  nie o d ­
działuje bezpośrednio  z ż a dn ym  z b ia łek  Sm, a p o ­
n ieważ  bia łka  Sm od g ry w a ją  za sa dn ic zą  rolę w im ­
porcie sn R N P  poszuku je  się obecnie  innego  po l i p e p ­
tydu uczes tn ic zącego  w tym proces ie  [66].

IV. Eksport

Chociaż  p o d s t a w o w ą  g ru p ą  cząs teczek  t ra nspor ­
tow any ch  z ją d ra  k o m ó r k o w e g o  do cy to pl azm y są 
RN A,  to om aw ia ją c  ekspor t  R N A  właś c iwi e  z a j m u ­
j e m y  się ek sp or tem  białek.  Cząs teczki  R N A  nie są 
t r anspor towane  do cy top lazm y w postac i  nagich 
łań cuchów  ryb onu kle inow ych,  ale ja k o  ko m pleksy  
RNA-bia łka .  W śr ó d  oddzia łu jących  z cząs teczkami  
R N A  białek są  po l ipeptydy  adaptorowe,  które  pos ia ­
da ją  na swojej  powierzchn i  sygnały  ekspor tu  NES.  
To właśn ie bia łka  adap tor ow e r o zpo znaw ane  są 
przez odp ow iedn ie  receptory  przenoszące  k o m p l e k ­
sy ryb onu kl eop ro te in owc  z ją d ra  k o m ó r k o w e g o  do 
cy top lazm y (Ryc. 5). Trudno w to uwierzyć ,  ale 
białka zdolne  do opuszc zania  jądra  k o m ó rk o w e g o  
znane  są od dawna.  Prawic  40 lat t emu,  Golds te in d o ­
niósł  [67], że po l ipe pty dy  mogą ,  w p e w n y c h  sy tu­
acjach,  opuszczać  ją dr o  kom ó rk o w e  i być t ranspo r to ­
wane  do cy toplazmy,  a po t em pow racać  do jądra.  Z a ­
obse rw ow an o ,  że jeżel i  j ą d ro  komórki  am eby z a w ie ­
rające z n a kow ane  rad io ak tyw nie  bia łka przenies iono  
do innej ameby,  to r ad io ak tyw ne  białka po p e w n y m  
czasie w y k ry w a n o  w obu jądrach .  Ten pros ty ek sp e ­
ryment  sug erował  istnienie białek,  które porusza ją  
się po międz y  j ą d r e m  a cy toplazmą.

Oczyw iśc ie  receptor  może  równ ież  w pe wny ch 
p rzypa dka ch  ro zpo znaw ać  bezpośrednio  sekwencję  
lub s t rukturę cząs teczki  RNA.  W ie m y  już ,  że tak jes t  
w p rzypadku ekspor tu  cząs teczek  tRNA.

Ekspor t  b ia łek i R N A  z ją dr a  k o m ó rk o w e g o  b a d a ­
my obecnie  d w ie m a  metod ami :  j e d n ą  z nich jest  
ws t r zykiw ani e  bada nych  cząs teczek  do oocytów  Xe-  
nopus laevis  oraz do ko m ó re k  so ma tyc znych  (np.
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HcLa),  d r u g ą  tzw. m et oda  he te rokar ionów,  czyli fu- nic lata prz ynios ły  szereg  w ażny ch  obserwacj i  i cha-
zji ko mó re k  p o c hodzący ch  z dwóch  różnych  organi-  rak te rys tyk ę  p i e rws zyc h  recep tor ów eksportu,  które
zmów. I s to tnych  informacji  dos ta rcza ją  badania  nad ogólnie n azw an o  ekspor tynami .

Ryc. 5. Etapy eksportu RNA. Cząsteczki  R N A  są eksportowane jako duże kom pleksy RNP. Wśród białek oddzia łujących z R N A  znajdują się białka 

adaptorowe (A) posiadające sygnały  eksportu (NES),  oraz peptydy warunkujące retencję jądrową (NR).  Białka adaptorowe rozpoznawane są w  

jądrze kom órk owym  przez receptory (R). Rozpoznanie  adaptora przez białko receptorowe m o ż l iw e  jest  w  obecności  GTPazy Ran związanej z 

GTP (RanGTP).  W ysokie  stężenie  RanGTP w  jądrze kom órk ow ym  utrzymywane jest dzięki  białku G E F /R C C 1. Peptydy warunkujące retencję 

jądrową m uszą  zostać usunięte  z RNP przed o puszczeniem  jądra kom órkowego .  Po stronie cytoplazmatycznej receptor odłącza się od substratu 

pod w p ły w e m  dw óch  białek cytoplazmatycznych (G AP/R na 1 i RanBP 1). które stymulują hydrolizę  GTP do G D P  i przejście GTPazy Ran ze 

stanu RanGTP do stanu Ran G D P  [2],

t ranspor tem białek i R N A  z jąd ra  ko m ó rk o w e g o  do 
cy toplazmy  w k o m órk ach  drożdży.

IV -1. Sygnały eksportu z jądra kom órkowego do cy­
toplazmy

W przec iwieńs tw ie  do subs tra tów impor tu,  które 
są s tosunkowo proste  i małe,  subs traty ekspor tu są 
często duże  i z łożone.  Z jąd ra  kom ó rk o w eg o  m usz ą  
zostać w y e kspo r t ow ane  wie lkie  ko m ple ksy  R NA i 
białek,  takie ja k  podjed nos tk i  ry b o so m ó w  czy też 
lmRNP. W po rów nani u  z naszą  wie dzą  na temat  im ­
por tu cząs teczek  z c y top la zm y  do jąd ra  k o m ó r k o w e ­
go, dane dotyczące  ekspor tu  są f ragmentaryczne .  
Wynika  to g łównie  z braku  odpo wi ed ni eg o  sys temu 
in vitro  poz wala ją cego  na ła tw ą  identyf ikac ję i c ha ­
rakte rys tykę b iałek uczes tn icz ących  w transporc ie  z 
jąd ra  ko m ó rk o w eg o  do cy toplazmy.  Mim o to, ostat-

IV -1 .1. E lem enty  cząsteczek  R N A  w ażne  dla ich trans­
portu z jąd ra  k om órk o w eg o  do cytoplazmy. R e­
tencja jądrow a

Badania  ekspor tu  R N A  wykaza ły ,  że jes t  to proces  
za leżny  od energi i  i m oż l iw y  do w y s y c c m a  n ad m ia ­
rem subst ra tu  [68-71].  Ta dru ga  ob serwacja  suger o­
wała  istnienie czynni ka  l imi tu jącego  transpor t  RNA  
z ją dr a  k o m ó r k o w e g o  do cytoplazmy.  Co więcej ,  w y ­
kazano,  że czynn ik  ten jes t  inny dla różnych  rodz a ­
jów RNA: tR N A ,  sn R N A ,  m R N A  i 5S rR N A  [71], 
N a le ży  pa mię tać ,  że czynnik i  te nic m u s z ą  być recep­
torami ekspor tu  p e r  s c , ale m o g ą  być również  
cząs teczkami  ad ap to ro w ym i ,  które łączą  właśc iwy 
receptor  z o d p o w ie d n im  rod za je m  RNA.

Przed  o m ó w i e n i e m  b ia łek b iorących  udział  w eks ­
porcie cząs t eczek  R N A ,  z os t aną  krótko om ówione  
e lementy  s t ruktura lne  zw ią zan e  z ekspor tem p o ­
szczególn ych  klas RNA .  Sekw en c je  te są najczęściej
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mie jscami  wiązan ia  odpo w ie d n ic h  białek adaptoro-  
wych.

W  przy pa dk u  s n R N A  m a m y  do czynien ia  z ba r ­
dzo pros tym e l em en te m  r o z p o z n a w a n y m  przez 
b ia łka adaptorowe.  Ekspor t  s n R N A  zależy od o b e c ­
nośc i 7 - m e ty lo guanozyn y  na  5 ’ końcu  cząsteczki  

[71].
N a  eksport  m R N A  w p ły w a  wie le  różnych  e le m e n ­

tów, t rudno  tutaj ws kaz ać  j e d n ą  sekw encję  w a r u n ­
ku ją c ą  t ransport .  Stałe e lem en ty  eukar io tycznych  
m R N A  np. czapeczka  i sekw enc ja  pol i (A),  p o m im o  
że m a j ą  w p ły w  na k ine tykę  ekspor tu,  nie są ab so lu t ­
nie n iezbędne  [71]. W ia d o m o ,  że np. h i s tonowe 
m R N A  nie m a ją  sekwencj i  pol i (A) ,  a są przecież 
sprawnie  p r zenosz one  do cytoplazmy.  Na  ekspor t  
m R N A  w pł yw  m a  se kw enc ja  same go m R N A .  O c z y ­
wiśc ie ,  z uwagi  na o lbr zymi e  z różn icowa nie  se k w e n ­
cyjne  cząs teczek  m R N A ,  nie można  tutaj oczekiwać  
pros tych  m o ty w ó w  ekspor tu,  na leży j e d n a k  zwrócić  
uwagę ,  że wszys tk ie  m R N A  r o zpo zna w ane  są przez 
b ia łka  ko m ple ksu  hnRNP, i w tej postaci  t ransp or to ­
wane  do cy toplazmy. Dla różnych  m R N A  skład k o m ­
pleksu  h n R N P  m oże  być i lośc iowo i j ak o śc io w o  
inny. Trzeba  więc chy ba  z góry  założyć ,  że w ek sp o r ­
cie m R N A  uczes tn iczyć  będzie  ki lka białek 
wiążących  się do RN A,  ale nie do ściśle okreś lonych 
m o t y w ó w  nu kl eo ty dowych.

War to również  zwróc ić  u w a g ę  na fakt, że n iektóre 
cząsteczki  R N A  są w ją d rz e  k o m ó r k o w y m  aktywnie  
z a t r zym yw ane  (ang. n u c lea r  retention).  Dotyczy  to 
szczególn ie  cząs teczek ,  które zwykle  nie o pu szcza ją  
ją dr a  k o m ó rk o w e g o  np. U6 snR NA .  Należy  je dnak  
pamię tać ,  że i te cząs teczki  w specyf icznych  w a r u n ­
kach podzia łu  mi to t yczncgo ,  tzn. po zan iku  błony  
ją dr ow ej ,  p o j aw ia j ą  się c z a so w o  w cytozolu.  Wiemy,  
że po odtworzen iu  b łony  j ądr ow e j  cząsteczki  U6 p o ­
t ra fią  wróc ić  z c y top la zm y  do nukleoplazmy.  W 
okresie między  podzia łami  mi t o t yczny mi  U6 n igdy 
nie op uszcza  ją d ra  [72], Re tenc ja  cząs teczek  R N A  w 
ją dr ze  k o m ó r k o w y m  stanowi  n iezwykle  ważny  m e ­
chaniz m kontrol i  s topnia p r zyg o to w an ia  substratu 
do ekspor tu  [73], P r e - m R N A  zawiera jące  int rony 
na jp ie rw m u s z ą  zostać  p o d d a n e  procesom d o j r z e w a ­
nia, a dopiero po ich z a k oń czen iu  go towe są do t rans­
por tu przez b łonę  j ą d r o w ą  do cytoplazmy.  O d ­
dz ia ływanie  p r e - m R N A  z czynnik ami  b iorącymi  
udz iał  w wyc ina niu  in t ronó w uniemoż l iw ia  ro zp o ­
znanie  takiego n iedoj r za łego  m R N A  przez  m a s z y n e ­
rię t ranspor tu.  O czy wi śc ie  po zakoń czeniu  w y c i n a ­
nia in t ronów białka „ p r z y t r z y m u ją c e ” R N A  w jąd rze  
m u s z ą  się od n iego odłączyć .  Sporo w ie m y  ju ż  jak 
czynnik i  tc rozpo zna ją  p r e - m R N A  oraz w jak i  s po ­
sób uczes tn iczą  w  w yc in an iu  in t ronów  i l igacji  ekso-
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nów. Nies te ty,  n iewie le in formacji  do tyc zy  k o ń c o ­
wego etapu,  na k tóry m uw a ln ia n y  jes t  doj rza ły 
m R N A .  K a n d y d a te m  do roli b ia łka  o d p o w ie d z i a ln e ­
go za dysoc jac ję  cz y n n ik ó w  uc zes t n ic ząc ych  w w y ­
c inaniu int ronów jes t  Prp22p —  he l ikaza  na leżąca  do 
grupy  b ia łek zawiera jące j  m o t y w  D E A D /H  [74], 
Proces zmian  w obręb ie  R N P p rzy g o to w u ją cy ch  
cząs tkę  do ekspor tu  jes t  ba rdzo  z łożony.  Niek tóre  
białka zos ta ją  przed ek sp or tem  z R N P  usunięte  (np. 
czynnik  A SF /S F2 )  [75], inne p o z o s ta ją  za soc jow anc  
z R N A  (np. h n R N P  A l  [76]) naw e t  w  cy toplazmie ,  a 
np. C B C  —  ją d r o w y  k o m ple ks  b ia łek r o z p o ­
zna jących  cz apecz kę  tow arz yszy  cz ą s t e c zk o m  R N A  
pos i ada ją cym  m 7G na sw oi m  5 ’ k oń cu  w trakcie 
translokacj i ,  ale od dy so c jo w uje  po st ronic cytopla-  
zmatyczne j  [77],

Niewie le  równ ież  w ie m y  j a k  dz i a ł a ją  bia łka  o d p o ­
wiedz ia lne  za re tenc ję  R N A  w jądrze .  Sygnał  re t en ­
cji (NRS —  ang. uuclecir re tention s ig n a l ) scharak te ­
ryzo wa no  w przy pad ku bia łka  C k o m p le k s u  hnRNP. 
NRS w tym b ia łku zde f in i ow ano  j a k o  78 aminokwa-  
sowy segment,  k tóry prz en ie s iony  do b ia łka  p os i a ­
da jącego  sygnał  ekspor tu  z ją d r a  k o m ó r k o w e g o  p o ­
wodowa ł ,  że badane  białko  fuzyjne  nie opuszcza ło  
jądra  k o m ó r k o w e g o  [78], Nadal  nie z n a m y  m e c h a n i ­
zmu retencj i ,  nie w ie m y  czy b iałka  odpo wie dz ia lne  
za re tenc ję  „k o tw ic zą” cząstki  do s t ruk tur  jądra  k o ­
mó rk owe go,  czy też w y k o r z y s tu ją  inny nieznany  
bliżej me chan izm.

Spec jalne  m ec h a n iz m y  ekspor tu  R N A  zmuszone  
były w yp ra c o w a ć  retrowirusy.  Wirusy  tc pos iada j ą  w 
swoim ge no mi e  introny, które m u s z ą  zos tać wycię te  
przed syntezą  b iałek w i ruso wych .  Proces  wycięcia  
int ronów z RN A w ir us ow ego ,  p o d o b n ie  jak  i int ro­
nów z p r e - m R N A  komórki  gospo da rza ,  zachodzi 
oczywiśc ie  w ją d rz e  k o m ó r k o w y m  w spl iceosomie.  
Sprawa kom pl iku je  s i ę j e d n a k  k ied y  dochodzi  do p a ­
kowania  cząs tek  wi rusowych.  Po repl ikac ji ,  cały g e ­
nom R NA wirusa  łącznic z in t ronami ,  musi  p r ze d ­
ostać się do cy to p lazm y i t am u tw or zyć  nowe  wirio-  
ny. Jak j u ż  w sp o m n ia n o  wcześn ie j ,  w jądr ze  k o m ó ­
rek euka r io tycznych ,  m R N A  z int ronami  (pre- 
m R N A )  zosta je  za t r zymany i dopiero  po wycięc iu  in­
t ronów ekspor towany.  R N A  re t r ow ir us ów  musi  j a ­
koś obejść ten m e c h a n iz m  i w y d o s ta ć  się z j ądra  w 
stanie „n ie d o j r z a ły m ” , tzn. z int ronami .  Ge nom  w i ­
rusa HIV zawiera  sekwencję ,  k tóra  um oż l iw ia  eks ­
port R NA przed  j e g o  z łożeniem.  E lem ent  ten w y s t ę ­
puje w intronic i okre ś lany  jes t  j a k o  R RE  (ang. Rcv 
response  e lem ent).  R RE r o z p o z n a w a n y  jest  przez 
białko w ir us ow e  zw ane  Rcv [79, 80]. Pros tsze re t ro­
wirusy  np. M P M V  (małpi  wi rus  Mason-Pf i ze ra )  czy 
RSV (wirus  mięsa ka  Rousa)  pos i a d a ją  w swoim gc-
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nomie  e le m en t  ok reś lany  ja k o  C TE (ang. ce llu lar  
transport e lem en t) .  W  przec iwieńs twie  do wirusa 
H1V pros te  re t rowir usy  nic ko du ją  żadnego  spec ja l ­
nego b ia łka  um oż l iw ia ją cego  ekspor t  w i ru so w ego 
RNA,  k or zys ta j ą  one z białka  lub białek gospoda rza  
[81, 82],

IV-1.2. B iałka adaptorow e. Sygnały  eksportu z jądra  ko­
m ó rk o w eg o  do cy top lazm y (NES)

J ednym  z najlepiej  scharak t e ry zo wany ch  białek 
a d a p to ro w y c h  je s t  b ia łko Rev wirusa  HIV. Rev u m o ­
żl iwia t ranspor t  w i r us ow ego  RNA  do cy top lazmy  
rozpozna jąc  i ł ącząc się ze specy f iczną  sekwencją ,  
tzw. RRE (ang.  Rev response  e lem ent)  w ys tę pu ją cą  
w RNA HIV. Część  b ia łka  Rev rozpozna jąca  RRE 
nosi n a z w ę  d o m e n y  wiążącej  RNA.  W ia do m o było 
od dawna,  że oprócz  dom en y  wiążącej  RN A istnieje 
w Rev inna dom ena ,  tzw. do m en a  ak tywująca,  bez 
której b ia łko nie potrafi  t ra nspor tować  w ir uso wego  
R NA do cy toplazmy.  Rev ze z m u t o w a n ą  d o m e n ą  a k ­
tyw u ją cą  w iąże  R N A  pos iada j ący  m o ty w  RRE, ale 
nie jes t  ws tanie w y kona ć  swojego  zadania do końca  
—  RNA  pozos ta j e  w jąd rze  k o m ór kow ym .  Przez 
długi  czas nie by ło  ja sne  czy Rev bierze  be z p o śr e d ­
nio udział  w t ransporc ie  RN A,  czy też hamuje  w y c i ­
nanie in t ronów i uwa ln ia  j e dyni e  w i ru so w y R NA  ze 
sp l iccosomu.  O d p o w ie d ź  na to zasadnicze pytanie 
przynios ły  badania  w ykorzys tu jąc e  oocyty żaby 
szponiastej .  S ekw enc ję  RR E w pro w a d z o n o  do intro- 
nu nic z w iązane go  z w i r use m  HIV prekursora  m R N A  
i taki p r ek ur so r  w s t r zyk iw ano  do jądra k o m ó r k o w e ­
go oocytu  X e n o p u s  laevis  . W jądrze zachodzi ło  w y ­
cinanie intronów. Dojrzały,  po zbawiony  int ronów 
m R N A  był ekspo r t ow any  do cy toplazmy, a intron, 
podobn ie  jak  to się zwykle  dzieje,  pozos tawał  w 
jądrze .  Jeżeli  j e d n a k  oprócz  prekursora,  do jądra  
oocytu  w p r o w a d z o n o  białko Rcv to intron t ranspo r ­
towany był do cy toplazmy. Badania  tc dowiodły,  że 
Rev działa bezpośredn io  na ekspor t  RNA z jądra k o ­
m ó rk o w e g o  [83], Bl iższe badania  domeny ak ty ­
wującej  Rev  wykaza ły ,  że zawiera  ona  sygnał eks ­
por tu z jądra  k o m ó rk o w e g o  do cy toplazmy tzw. NES 
(ang. nuc lear  export s ignal).  NES białka Rcv jest  
bardzo  pros ty — jest  to kró tka  sekwencja  aminokwa-  
sowa bogata  w l eucynę  ( L P P L E R L T L D )  [84], Po k a ­
zano również,  że przenies ien ie  m o ty w u  NES  do in­
nego  białka wy s ta rcza  do nadania  mu zdolnośc i  
opuszczan ia  ją d ra  ko m órk ow ego .  Naw e t  chemiczne  
zwi ązan ie  kilku p e pt yd ów  (ang. cross l ink ) z a w ie ­
ra jących  sekw encję  N E S  do BSA wysta rcza ,  aby tak 
zm ie ni ona  a lbumina ,  po  ws t rzyknięc iu  do jądra,  
t ransp or tow ana  była do cy toplazmy.  Wst rzyknięc ie  
dużej  ilości subst ra tu  ( B S A -N E S )  p o w od uj e  nic ty 1-
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ko w ysy ccn ie  włas ne go  ekspor tu,  ale równi eż  w y s y ­
ca ekspor t  s n R N A  oraz 5S rRN A,  nic w pł yw a ją c  n a ­
tomias t  na t ranspor t  tR NA i m R N A .  Sugeru je  to, że 
w eksporc ie  s n R N A  i 5S rR N A  u czes tn iczą  białka 
po s iada jące  NES typu Rev.  Dużo  wcześn ie j  p o k a z a ­
no, że ekspor t  5S rR N A  za leży  od czynnika  tran- 
skrypcyjne go  TF II IA  oraz od b ia łka  ry b o s o m o w e g o  
L5 [85], C z y n n ik  TFII IA  pos iada  sekwencję ,  która 
przyp omin a  N E S  w ys tę pu ją cy  w b ia łku Rev wirusa  
HIV.  Co więce j ,  s ek we nc ja  ta p rzen ie s iona  do białka 
Rev  funkc jona ln ie  za s tę powa ła  na tura lny  w iru sow y  
sygnał  ekspor tu .  Moż na  więc sobie  wyobraz ić ,  że 
w ysyccn ie  ekspor tu  5S rR N A  przez  N E S / B S A  po le ­
ga na w sp ół z a w o d n ic tw ie  międ zy  N E S / B S A  i 
TFII IA o w s p ó ln y  receptor .  W i e m y  j e d n a k  z w c z e ­
śniej szych prac,  że w eksporc ie  5S rR N A  m o ż e  brać 
udział  równi eż  inne b ia łko —  L5. Bia łko to nic p o s ia ­
da N ES typu Rev. P o m im o  to eksport  5S zos ta je  z a ­
h a m ow any ,  jeżeli w ys y c im y  na d m ia re m  subst ratu 
ekspor t  Rev.  Sugeru je  to is tnienie d o d a tk ow ego  
czynnika  ucze s t n ic ząc ego  w eksporc ie  5S, a który 
posiada  po d o b n y  do Rev sygnał  eksportu.

W kró tce  sygna ły  p o d o b n e g o  typu zostały op isane  
w pr zyp adk u innych białek,  które po tra f ią  opuszczać  
jądro  k om ór kow e .  NES typu Rev z identy f ikow ano w 
inhibi torze zależnej  od c A M P  kinazy białek (PKI) 
[ 8 6 ] ,  inh ib i torze czynn ika  t ranskr ypc yjn cgo  I k B cx 

[86, 87], b ia łka  w ią żąceg o  się z G T P a z ą  Ran —  Ran- 
BP1 [88, 89] i k inazy  M A P K K  [90], We wszys tk ich  
przypadkach  s twierdzono,  że sekwenc ja  N E S  o d p o ­
wiedz ia lna  by ła  za loka l izac ję cy t opl a z m a ty c zn ą  
białka.  Znan e  są dwa inne sygnały eksportu,  oba 
o m aw ia ne  j u ż  w części  do tyczącej  sygna łów  loka li ­
zacji j ądr ow ej .  D o m e n a  M9 b ia łka  lmRN P A 1 i KNS 
białka  h n R N P  K to dw a przyk ład y  sekwencj i ,  które 
odpow iedz ia lne  są za ciągle przemieszczanie  się obu 
białek z cy to pl azm y do ją d ra  i z j ą dr a  do cy toplazmy.  
W brew  fu nkc jo na ln em u po d o b ie ń s t w u  oba sygnały 
wy k o rzy s t u j ą  swois te  drogi  eksportu,  co więce j ,  są 
one różne od sz laku  z k tórego  kor zys ta ją  białka  w y ­
posażone  w N ES typu Rev.

Ekspor t  n i sk oc z ą s t e c zk o w y c h  jądrowych RNA 
(s nR N A ) t r an sk ry b o w a n y c h  przez  po l im erazę  II 
RNA zależy od mcty lo wancj  w pozycj i  7 gu ano zyny  
na 5'  końcu cząs teczki  (czapeczka) .  Jak w s p o m n ia n o  
już  wcześn ie j ,  s t ruktura  ta j es t  ro z p o z n a w a n a  w 
jądrze  k o m ó r k o w y m  przez  kom pleks  dw óch b ia łek 
zwany CB C  (ang.  cap b in d in g  com plex)  [91-93],  
CB C tworzą:  białko o wie lkośc i  20 kDa oraz bia łko o 
wielkości  80 kDa. Żadne  z tych b ia łek samodzie ln ie  
nic pot rafi  r oz poznać  s t ruktury  czapeczki ,  dopiero 
po u twor zeni u  he te ro d im eru  kom ple ks  wiąże  się do 
7-mety loguanozyny.  K o m p le k s  C B C  od g ry w a  za-
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s a d n i c z ą r o l ę  w eksporc ie  snRN A.  Przec iwcia ła  r o z ­
pozna jące  CBP  20 w st rz yk iw ane  do ją dr a  k o m ó r k o ­
wego o o c y t u X e n o p u s  laevis  b lo ku ją  ekspor t  snRNA.  
Użyte  w ty m  ekspe ry m enc ie  przec iwc ia ł a  u n i e m o ż l i ­
w ia ją  CB C wiązanie  się do czapeczki  [93],

K o m p lek s  C BP 2 0 /C BP  80 wiąże  się również  do 
czapeczki  na ko ńcu  5 ’ cząs teczek  m R N A .  W y k a z a ­
no, że C B C  uczes tn iczy  w proces ie  wy c in ani a  intro- 
nó w z p re -m R N A ,  a dokładnie j  w p ły w a  na w iązanie  
się U l  do mie jsca  styku 5 ’ egzon/ in t ron  p ie rw szego  
tzw. p r ok sy m a ln ego  w z g lę d e m  czapeczki  intronu 
[94], Co  więcej ,  to w arzysz y  on doj rz a ł emu m R N A  w 
porach  jąd rowych w trakc ie  t ranslokacj i .  Z a o b s e r ­
w ow ano,  że w czasie  t rans lokac j i  zwi ązany  z C B C  
koniec 5 ’m R N A  pr zesuw a  się ja k o  pierwszy,  
„ c i ągn ąc” za sobą  ca łą  cząs t eczkę  m R N A  [77]. W y ­
daje się je dnak ,  że w przec iwi eńs tw ie  do snR NA,  
CB C  nie odg ryw a  tak zasadniczej  roli w eksporc ie  
m R N A .  Przec iwcia ła  roz poznają ce  C B P  20, b l o ­
kujące  eksport  sn RN A,  nie w p ł y w a j ą  na  t ranspor t  
żadnego  z ba danyc h  m R N A  [93], Być  mo że  CB C  
uczes tn iczy  j e dyn ie  we  w ła ś c iw y m  pak o w an iu  
cząs tek  hn R N P  oraz  w prawid łowej  lokal izacj i  5 ’ k o ­
ńca cząs teczek  RNA.  N a  pew n o  j e d n a k  w przy pad ku  
m R N A  nie s tanowi  g ł ów nego  b iałka  adaptorowego.  
Wydaje  się rzecz ą  oczywistą ,  że na j i sto tnie j szą  rolę 
w eksporc ie  m R N A  o d g r y w a ją  b iałka  k o m ple ksu  
hnRNP.  Jak ju ż  w s p o m n ia n o  wcześn ie j ,  niektóre z 
tych białek ku rsu j ą  p o m ię dz y  cy to p la z m ą  i j ą d re m  
ko m órko w ym .  Ła tw o  sobie wyobraz ić ,  że białka  t a ­
kie mo g ły by  rów nie ż  uczes tn icz yć  w przenosz en iu  
R N A  z jąd ra  do cytoplazmy.  G ł ó w n y m  k and yda te m  
do tej funkcji  j es t  bia łko A l .  Wst rzyknięc ie  dużej  
i lości Al  do oocy tów  żaby szponiaste j  p o w od uj e  z a ­
h am o w an ie  ekspor tu  m R N A ,  nic po wod uj ąc  ż a d ­
nych zakłóceń w eksporc ie  innych  rodza jów  R N A  
( tRNA,  sn RN A) [95]. W  op is y w a n y m  e k s p e r y m e n ­
cie o b se rw ow an o  ekspor t  m R N A  reduktazy  dw uhy-  
drofo l ianowej  (DHFR ) .  Eksp e rym ent  ten p o w t ó r z o ­
no dla ki lku innych m R N A  i zna lez iono  również  
cząsteczki  in form acyjnego  RN A ,  k tórych t ranspor t  z 
j ą dr a  do cy to pl azmy  nic był h a m o w a n y  przez n a d ­
miar  A l .  W sk a z y w a ć  to mo że  na istnienie ki lku r ó ż ­
nych białek ad apt o ro w ych uczes tn icz ących  w e k s ­
porcie m RN A.  Ekspor t  (a także impor t)  b ia łka  A l  
k om pleksu  h n R N P  za leży  od re jonu  M9,  k tóry ro z ­
p o zn aw an y  jes t  p rzez  t ranspor tyn ę  —  receptor  i m ­
por tu A l .  Czy  t ranspor tyna  uczes tn iczy w eksporc ie 
mRNA'? Chociaż  brak je szcze  def in i tywnej o d p o ­
wiedzi  ki lka danych  wskazu je ,  że j e d n a k  nie. D o p i e ­
ro je d n a k  po w y iz o lo w a n iu  i sc ha rak t e ryzowan iu  
w łaśc iw eg o  receptora  ro zp ozn ają ceg o  lmR NP A l  
będz ie  mo żna  s twierdz ić czy b ia łko to jes t  t ranspor -

tyną,  czy też m a m y  do czynien ia z zupełnie  n o w y m  
pol ipeptydem.

Cie kaw ych,  n o w y c h  danych  na temat  ekspor tu  
m R N A  dos ta rczy ły  ba dania  mu tan tó w dr ożdż ow ych  
o za k łó co n y m  t ransporc ie  pol i (A)  R N A  z ją d ra  k o ­
m ó r k o w e g o  do cy toplazmy.  Szczególn ie  dw a białka 
drożdżowc:  M e x 6 7 p  i G l c l p ,  w yd a ją  się być b e z p o ­
średnio za a n g a żo w a n e  w ekspor t  m R N A  u drożdży  
[96-98],  Ciekawe,  że oba białka zawiera ją  fu nkc jo ­
na lne  sygnały  ekspor tu  typu Rev. D od a tk ow o w y k a ­
zano,  że M e x 6 7 p  oddzia łu je  z innymi  pol ipeptydami  
rozpozna jącymi  i w iążącymi  się z RNA. Pokazano  
również ,  s tosując  tec hni kę  „crosslink  in v ivo ” , że 
M ex6 7p  tworzy  kom p le k sy  z dr o ż d ż o w y m  RNA.  
E kspe rym ent y  te sugeru ją ,  że w eksporc ie  R N A  w 
k o m ór kach  drożdży  b io rą  udział  białka pos iadające  
N E S  typu Rev. Jest  to o tyle dz iwne,  że w oocytach 
żaby szponiastej  b iałko  Rev korzysta  z innej niż 
m R N A  drogi  eksportu.  Wysycenie  ekspor tu białka 
Rev p o w oduj e  w oocyta ch  zah am owan ie  t ranspor tu  
5S i s n R N A  [83],

ÍV-1.3. R eceptory  eksportu  —  eksportyny

Ostatnie lata przynios ły  serię prac,  w k tórych  
scharak te r yzowan o p ie rwsze  receptory  eksportu.  
Białka  te na zw ano  ekspor tynami .  P ie rw sz ym  opisa ­
nym  recep to rem ekspor tu  by ło  b iałko  uczes tn iczące  
w t ransporcie  p o l ip ep ty dó w  pos iada jących  sygnał  
eksportu typu  Rev. Ten d ługo p o s zuk iw any  czynnik 
okazał  się b ia łk i em sc ha rak t e ryzo w any m  ju ż  w c z e ­
śniej u drożdży  S. p o m b e  i n a z w a n y m  CRM 1.  Gen 
CRM1 zos ta ł  s k l onow an y  w trakcie poszukiwania  
ge nów  z w ią zany ch  z podz i a ł em  komórki ,  mutac je  w 
genie  CRM1 p o w o d o w a ły  zmiany  w morfologi i  
ch r o m o s o m ó w  [99], Wykazano ,  że ssaczy homolog  
CRM1 zaso c jo w an y  je s t  z porami  ją d ro w y m i  wiążąc 
się be zpoś redn io  przyna jmnie j  z j e d n ą  nuk lcopo ryną  
—  C A N / N u p 2 1 4  [67]. S tw ierdzono również ,  że w y ­
kazuje p ew n e  p odob ie ńs t w o do impor tyny ß. O b s e r ­
wacje  te sugerowały ,  że być może  CRM1 związany  
jes t  z t ransp or t em  cząs teczek  przez  błonę jądrową.  
Sytuacja wyja śn i ła  się k iedy  wykazano ,  że białka o 
sygnale  ekspor tu  typu  Rev, w ią ż ą  się z CRM1 w 
obecnośc i  RanGTP,  czyli dokładnie  tak ja k  receptor  
ekspor tu w mo delu  w a h a d ło w y c h  receptorów.  D o ­
da tkowych danych  dos ta rczy ły  eksperymen ty  w y k o ­
rzys tu jące  an tybio tyk  lep tomy cynę  B. Lcptomycyna  
B została po c z ą tk o w o  opisana  jak o  bardzo skuteczny  
środek  grzybobójczy.  Dokładni e j sza  anal iza w y k a ­
zała, że an tyb io tyk  ten działa na C RM  1. W s t r zyk ni ę ­
cie lcp to my cy ny  B do ją d ra  ooc ytó w żaby  szponia ­
stej p o w o d o w a ło  z a ha m ow ani e  ekspor tu białka Rev,
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a eksp e ry m en ty  in vitro  dowiodły ,  że w obecności  
tego an tyb io t yku  nic dochodz i  do tworzenia  k o m ­
pleksu R e v / C R M ł .  Co więce j ,  l cp tomycyna  B nie 
tylko h a m o w a ła  ekspor t  b ia łka  Rev,  ale również  eks ­
port 5S r R N A  i s n R N A  —  cząs teczek  w y k o r z y ­
stujących t ak ą  s a m ą  drogę  ekspor tu  j a k  białka zaw ie ­
rające NES.  W y k o n a n e  e kspe rym en ty  wykaza ły ,  że 
CRM1 je s t  r eceptorem ekspor tu  bia łek p os ia ­
da jących N ES typu  Rev. Z a p ro p o n o w a n o  zmi anę  n a ­
zwy CRM1 na eksp or tyn a  I [100, 101], War to w tym 
miejscu zauw ażyć ,  że k ilka lat wcześn ie j  opisano już  
białko d ro żd żo w e  wią żące  się do do m eny  ak ty ­
wującej  Rev. Bia łko  to n azw an o  Rip (ang. Rev inte­
ract ing protein) .  Rip okaza ł  się n u k le op or yn ą  dość 
luźno z w ią zan ą  z ko m p le k s e m  por ów  jąd row ych.  Po ­
dobne  białko w y iz o lo w a n o  z ko m órek  HcLa 
(Rab/hRip) .  P o czą tk ow o  sądzono,  że białka tc są 
właśc iw ymi  receptorami  Rev,  choc iaż  nigdy  nie p o ­
kazano w przeko nu ją cy  sposób ,  że w ią żą  się one  do 
białka Rev  in vitro.  Dokładni e j sze  badania  w y k a ­
zały, że w ła śc iw y m  re cepto rem  Rev je s t  j edn ak  
CRM1 (ekspo r tyna  I). Wcześnie j  obse rw ow ane  inte ­
rakcje Rib —  Rev były m oż l iw e  tylko w obecności  
CRM1 [102-104] ,

W tym s a m y m  czasie sch arak te ryzowano  inne 
białko  na leżące  do grupy  receptoró w ekspor tu —  
CAS.  CA S z id ent y f ik ow ano  jako  ludzki homolo g  
dr oż dżow ego b ia łka  C s c l p .  Mutac je  w genic CSE1 u 
drożdży  S a ccharom yces  ccrev is iac  zak łóca ły proces  
podz ia łu  komórki ,  po w o d u ją c  n i eno rm a ln ą  se gre ga ­
cję c h r o m o s o m ó w  w czasie mi tozy  [105, 106]. P o ­
dobnie  ja k  C R M 1 ,  CAS równ ie ż  w yka zyw a ł  pewne 
podo bie ńs t wo  do imp or ty ny  ß, szczególnie  do jej re ­
jonu odp ow iedz ia l neg o  za wiązanie  G T P azy  Ran 
(część N -k o ń c o w a  CAS) .  C A S  wiązał  się do im po r ­
tyny a  i to tylko w obecnośc i  RanGTP.  Stosując sys­
tem in vitro  wykazano ,  że CAS jest  n iezbędny przy 
eksporc ie  im por tyn y  a  z j ą d r a  ko m órko we go.  Brak 
b ia łka  CAS p o w od ow a ł ,  że impor tyna a ,  uczest-  
n icząca  jak  pa m ię ta m y  w imporc ie  białek,  po j e d n y m  
cyklu pozos tawa ła  w ją dr ze  k o m ó r k o w y m  i nie była 
t ranspor towana  do cy to pl azmy  po now y substrat  
[107],

Z na m y jesz cz e  je den  recep tor  ekspor tu —  ekspor-  
tynę tRNA [108, 109], Ekspor tyna  tR NA  wiąże  się 
bezpośrednio  z cząs teczkam i  tR N A  w obecności  
RanGTP.  I równi eż  w tym p r z ypadk u  sc ha rak te ryzo­
wany  receptor w ykazuje  pe wne ,  choć  niewielkie,  p o ­
dobieńs two do im por tyny  ß. Ekspor tyna  tR N A  w y ­
kazuje  po do bie ńs t wo do d ro ż d ż o w e g o  bia łka  L o s lp .  
Gen  LOS1  oraz gen syntazy  pseudou rydyn owe j  
PUS1  zostały sk lo n o w a n e  podczas  pos zukiwania  
b ia łek  oddz ia łu jących  z nu k le o p o ry n ą  Nsp  1 p [110],

W yda je  się, że wśród  b ia łek na leżących  do rodziny 
im por tyn y  na leży spodz iew ać  s i ę j c s z c z c  wie lu  n o ­
wych rece pt o ró w ekspor tu.

V. Regulacja importu i eksportu

N a koniec  war to  pr zeds tawić  ki lka wybranych  
p rzy k ład ó w  regulac ji  t r anspor tu  m ię dz y  j ą d r e m  k o ­
m ó r k o w y m  i cy toplazmą.

W s p o m n i a n y  wcześn ie j  inhibi tor za leżnej  od c y ­
k l icznego  A M P  kinazy  białek,  PKI,  pos iada  sygnał  
ekspor tu  z ją d ra  k o m ó r k o w e g o  typu Rcv. Za le żna  od 
cykl icznego  A M P  kinaza  b ia łek PK A  w ys tępuj e  w 
kom ór ka ch  nic p o b u d z o n y c h  w postaci  n i e a k ty w n e ­
go ko m p lek su  cz te rech  pod jed nos te k  (heterotetra-  
mer):  dwó ch  ka ta l i tycznych  (C) oraz dw óc h  regul a­
to rowych (R). Po p o b udzeni u  komórki  kompleks  
rozpada  się um oż l iw ia jąc  p o dj edn os tk om  C dyfuzję  
do ją d r a  k o m ó rk o w e g o ,  gdz ie fos fory lu ją  sp ecyf icz­
ne b ia łkowe substraty.  PKI je s t  n iew ie lk im b ia łk iem,  
które w iąże  się z k a t a l i t y c z n ą p o d j e d n o s t k ą  C i, dz ię ­
ki sw o je m u  syg na łow i  N E S ,  t ranspor tu je j ą  do cy to ­
plazmy.  G waran tu je  to, że podje dnos tką  ka ta l i tyczna  
zna jduje  się na teren ie  jądra  k o m ó r k o w e g o  krótko i 
po fosforylacj i  o d p ow ie dn ic h  białek,  czyli  w y k o n a ­
niu swoje go  zadania ,  szybko po w ra ca  do cy top laz my 
[86, 111, 112],

Dro żd żo w e  bia łko Swi5p  jes t  z aang ażo w ane  w 
ekspres ję  c n d onuk le azy  odpow iedz ia lne j  za zmianę  
typu k o ni ugac yj nego  ( a ,a )  drożdży.  Bia łko to w fa­
zie cyklu k o m ó r k o w e g o  G1 zna jduje  się w j ądr ze  k o ­
m ó rk o w y m .  W  pozos ta ł ych  fazach cyklu k o m ó r k o ­
w ego Swi5p  z lo ka l iz ow ane  je s t  w cytoplazmie .  
S c ha rak t e ry zo w ano  50 a m in o k w a s o w y  m ot yw  w 
Swi5p  o d pow ie dz ia ln y  za za leżną  od fazy cyklu k o ­
m ó rk o w e g o  loka l izac ję  białka.  Se gmen t  ten posiada  
d w u c lc m c n to w y  (ang.  bipartite )  NLS oraz  dwie 
reszty se rynowe,  które m o g ą  ulegać fosforylacji .  
Fosfory lac ja  se ryn w tym re jonie powodu je ,  że sy ­
gnał  N L S  Swi5p  je s t  n i eak ty w n y  i bia łko pozos ta je w 
cy toplazmie.  Brak reszt  fo s for anowy ch uakty wni a  
sygnał  loka lizac ji  j ądr ow e j  i bia łko wędru je  do jądra  
k o m ó r k o w e g o  [113],

U k rę g o w c ó w  opisano  ro dz i nę  białek NF-AT,  k tó­
rych funkc ją  jes t  ak tywac ja  okre ś lonych  gen ów  w 
k om órk ach  układu odp or no śc io wego .  Ch oc iaż  w k o ­
m órkach  nic p o b u d z o n y c h  b iałka  tc m a ją  zdolność  
wiązania  się do o d p o w ie d n ic h  sekwencj i  DNA i a k ­
tywacj i  t ranskrypc ji ,  nie m o g ą  wp ły wa ć  na ekspresję 
genów,  po ni ew aż  z n a jd u ją  się w cy toplazmie .  D op ie ­
ro wzros t  s tężenia w ap n ia  w ew ną t r z  ko m ór ki  ua k ­
tywnia  fos fa tazę  —  ka lcyneu ryn ę ,  k tóra u s u w a  fos­
forany z reszt  s e r yn ow ych NF-AT. Defosfory lac ja
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pozwala  na t ransport  N F - A T  z cy t opl azmy  do ją d ra  
k om ó rk o w e g o  ( „o ds łan i a” N L S )  i um oż l iw ia  ak ty ­
wacją  od pow iedn ich  genów.  Co więcej ,  ka lcyneury-  
na wędru je  również  do ją d ra  k o m ó r k o w e g o  z a b e z ­
pieczając  b ia łka  N F - A T  przed p o n o w n ą  fosfory lac ją  
przez j ą d r o w ą  k inazę  [114-116] ,

U drożdży  geny zw iązane  z m e ta b o l i z m e m  fosfo ­
r anów podle ga ją  regulac ji  w zależnośc i  od d o s tę p n o ­
ści fos foranów w pożywce .  Bia łko Ph o4 p  je s t  ak ty ­
wato rem ekspresj i  genów, które ak ty w ne  są tylko 
przy braku  fos fo ranów w podłożu.  Pho 4p w postaci  
u fosfory lowanej  znajduje  się w cy toplazmie ,  czyli  w 
przedz ia le  k o m ó r k o w y m  w k tórym nie mo że  pełnić  
swojej  funkcji  ak tyw ato ra  t ranskrypc ji .  Na  terenie 
jądra  k o m ó rk o w e g o  Ph o4 p  mo że  p rzebyw ać  tylko w 
postaci  nic ufosf ory lowanej .  U w aża  się obecnie ,  że 
fosforylac ja  Pho4p za leży  od ko m pl eks u  cykl iny  
Pho80p i zależnej  od cykl iny  k inazy  Pho85p.  K o m ­
pleks P h o 80p /P ho85p znajduje  się w ją d rz e  k o m ó r ­
kowym,  a a k ty w o w a n y  jest j eże l i  komórki  zna jdu ją  
się w p oży w ce  zawiera jące j  n i eo rganiczny  fosforan.  
Prowadzi  to do fosforylacj i  ak tywa tor a  Pho4p co p o ­
woduje  jego  szybki  ekspor t  z j ą dr a  k o m ó r k o w e g o  do 
cy toplazmy [117].

A kty wnoś ć  wie lu cz y n n ik ó w  t ranskr ypc yjn ych  
regulowana  jes t  p rzez  ich re tenc ję c y to p la z m a ­
tyczną.  Najczęściej  tw o rz ą  one w cy top laz mi e  k o m ­
pleksy z inh ibi torami po l i p ep ty d o w y m i  i w takiej 
formie nic zdolne są do węd ró wk i  do ją d ra  k o m ó r k o ­
wego.  Chyba  naj lepiej  s c h a ra k t e ryz ow any  przykład  
to regulac ja  ak tywnośc i  czynnika  t ranskrypcy jncgo  
NFkB .  N F k B  zb u d o w a n y  jest z dw óc h  podjedno-  
stek: p50 i p65. Jeżel i  podjednos tk i  te zw ią żą  się z 
IkBoc to u tw orzon y ko mp lek s  pozos ta je  w c y to pl a ­
zmie.  Fosfory lacja  określonej  reszty ty rozynowej  w 
IkBcx powodu je  je g o  dys oc jac ję  od N F k B .  M oż e  
również  dojść do fosforylacj i  dwóch  reszt  se ryno-  
wych  w I k B gc Fosfory lac ja  je s t  sy gna ł em  do ubikwi-  
tynacji ,  co dalej p o w o d u je  de gr adac ję  inhibi tora 
przez pro teasom i uwo ln ie n i e  N F k B .  Uwol n io ny  
czynnik t ranskrypcyjny  bez  przesz kód  wędru je  do 
jądra  k o m ó rk o w e g o  [118-120).

Innymi  czynnikami ,  k tórych  ak ty wno ść  s t e ro w a­
na jes t  poprzez  loka l izację  su b k o m ó r k o w ą  są np.: re ­
ceptor  g l ik okor ty ko id ow y  u ssaków [121],  czy c z y n ­
nik t ranskrypcyjny  szoku  c iep lnego  u muszki  o w o c o ­
wej [122], W obu prz ypa dkach  za cy to p la zm a ty czn ą  
retencję od pow iedz ia lne  są specyf iczne  białka inhi ­
bi torowe.

Wszys tk ie  op isane  do tej pory pr zykła dy  d o ty ­
czyły regulacji  t ranspor tu  białek.  Z n a m y  również  
przypadki regulacji  ekspor tu RNA.  U drożdży  w i a ­
domo,  że inkubac ja  ko m ó rek  w 42°C p o w odu je

w st r zy ma ni e  ekspor tu  po l i (A)  RNA.  Niektóre  
m R N A ,  np. takie ja k  m R N A  bia łek szoku cieplnego ,  
m u s z ą  j e d n a k  p rzedo s ta wa ć  się do cy toplazmy.  
Dokładniej  p rz ebadano  m R N A  k odow ane  przez 
SS A4  i okaza ło  się, że ten hs m R N A  zawiera  co na j ­
mniej  dwa e leme nty  w swojej  sekwencj i ,  które p o ­
zwa la ją  mu  na ekspor t  w warunka ch  zah am o w an ia  
ekspor tu  większośc i  m R N A .  Elemen ty  te p r zenie s io­
ne do innego m R N A  p o zw a la ją  mu na t ranspor t  p o ­
mimo,  że nic jes t  to m R N A  białka  szoku c ieplnego.  
Nie  do końca  ro z u m ie m y  jak ekspor tow ane  są  hs 
m R N A .  Badania  wykaza ły ,  że ekspor t  ten przebiega 
bez zakłóceń  nawet  wtedy ,  gdy uszkodz one  są geny  
b ia łek n i ezbędny ch  do t ranspor tu  innych rodza jów 
cząsteczek.  Mutac je  w genach  kod ujących  białka 
G s p l p  (Ran) ,  Prp20p (R CC 1)  i R n a l p  ( R a n G A P l )  
nie p o w o d u ją  zaburzeń  w eksporc ie  m R N A  białek 
szoku  c iep lnego  [123,  124], Pro wadzone  są obecnie  
intensywne badania  nad sz lak iem ekspor tu  m R N A  
białek szoku c iep lnego  w komórk ach  drożdży.

VI. Uwagi końcowe

Transpor t  białek i RN A p o m ię dz y  j ą d r e m  k o m ó r ­
kow ym  a cy to p la z m ą  to temat  n iezwykle  ciekawy,  
będący  w cent ru m  za in t e r esow ania  wielu czo łowych 
grup badawczych .  I choc iaż  w ie m y  ju ż  sporo o jądro-  
wo-c y to p la z m a ty cz n y m  transporc ie  ma kroc ząs te ­
czek,  to ciągle na  odp o w ied ź  czeka ją  p o ds ta w ow e  
pytania  do tyczące  tego procesu  np. o m echanizm  
translokacj i  w ew ną t r z  pora  ją drow ego.  N a d c ho dz ące  
lata, dzięki  bardzo  in te ns yw nym  badaniom,  na p e w ­
no dos ta rczą  nowych danych ,  które p o z w o lą  na lep­
sze z roz um ienie  w jaki  sposób  makrocząs teczki  
p r zem ie sz cz a ją  się p rzez  o toczkę  jądrową.

Podziękowania

Praca zos ta ła  z rea l iz owana  w ramach  projektu 
gran tow ego  KB N nr 6 P 0 4 A 0 3 5 1 1

Artykuł otrzymano 1 lutego 1999 r. 
Zaakceptowano do druku 12 lipca 1999 r.
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Znaczenie trombomoduliny w regulacji krzepnięcia i 
fibrynolizy 

Significance of thrombomodulin in the regulation of 
coagulation and fibrinolysis
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Wykaz stosowanych skrótów: TM —  trombomodulina; APC 
— aktywowane biaiko C; Gla —  kwas y-karboksyglutaminowy; 
ATI 11 —  antytrombina III; HCII —  kofaktor II heparyny; PCI —  
inhibitor białka C; TAFI (pro-pCPB) —  prokarboksypeptydaza 
B, inhibitor fibrynolizy (z ang. T h ro m b in  A c t i v a ta b l e  F ib r in o ly ­

s is  I n h ib i t o r ); TAFIa (pCPB) —  aktywna forma TAFI (karbok- 
sypeptydaza B); cAMP —  cykliczny adenozynomonofosforan; 
TNF —  czynnik martwicy nowotworów (z ang. T u m o r  N e c r o s i s  

F a c t o r ); TGF —  transformujący czynnik wzrostu (z ang. T r a n s ­

fo r m in g  G r o w th  F a c t o r ); DIC —  zespól wykrzepiama śródna- 
czyniowcgo; ARDS —  zespół zaburzeń oddechowych typu do­
rosłych; APCR —  oporność na aktywowane białko C (z ang. 
A c t i v a t e d  P r o te in  C  R e s i s ta n c e ); rhsTM —  rekombmantowa 
ludzka trombomodulina; TF —  czynnik tkankowy; PL -  fosfoli­
pidy blon komórkowych; HMW kininogen -  wysokocząstecz- 
kowy kininogen; F D P -  produkty degradacji fibrynogenu/fibry- 
ny; TFPI -  inhibitor czynnika tkankowego (z ang. T is s u e  F a c to r  

P a th w a y  I n h ib i t o r )

I. Wprowadzenie

Właśc iw e funk c jo no w ani e  układu  hemostazy  
opie ra  się na u t r z y m y w a n iu  równ ow ag i  między  p ro­
cesami  krzepnięc ia ,  p rocesam i  an tykoagulac j i  i pro-
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V. Concluding remarks

ccsami  f ibrynol izy.  Ja k iekol wiek  zachwianie  takiej 
r ó w no w agi  pr ow ad zi ć  mo że  w konsekwencj i  do n a ­
si lenia lub z a h a m o w a n ia  t rom bin og enez y  czyli do 
zmian  ilości wy tw arzane j  i dos tępnej  w krwiobiegu  
t rombiny ,  k l u czo w eg o  b ia łka  „k a s k a d y ” krzepn ię­
cia. Proces  po w s ta w an ia  zakrzepu ,  k tórego ku lm in a ­
cją jes t  wyt worzen ie  n ie roz puszcza lne go  włóknika ,  
obe jm uje  szereg reakcj i  enzym a ty czn yc h ,  na drodze 
k tórych n i ea k ty wn e formy oso czow ych  czynników 
krzepnięc ia  oraz n ie ak tyw ne  kofak tory (takie jak  
czynnik  V i VIII )  są przeksz ta łcane  w ak tywne protc-  
azy se ryno we  oraz ak ty w ne  ko fak tory  e nzym ów  (Vu, 
VIII«).  A k ty w a c ja  pro teaz  se rynowych b iorących 
udział  w' w y tw arzan iu  wł óknika  uruchamia  również  
m ech an iz m  aktywacj i  k rwi nek  p ły tkowych.  P o w o ­
duje to za is tn ienie  s tanu nadkrzcpl iwośc i  we  w s z y s t ­
kich tych przypadkach ,  k iedy  z a w o d z ą  m echan izmy  
regulacyjne  ka ska dy  krzepnięc ia .  To w a rz y sz ą  temu 
zwyk le  także dysfunkcje  uk ładu  f ibrynol i tycznego,  
k tó re m u  coraz częściej  p rzypisu je  sie również  rolę 
s te rown ika  procesu  t ro m b in o g en ezy  [1], W w a r u n ­
kach  norm a ln yc h  in vivo  ca łokszta ł t  reakcji  h em os ta ­
zy, obe jmujące j  z j edne j  s t rony generac ję  t rombiny  i 
tworzenie  zakrzepu ,  z drugiej  zaś szybkie  usuwanie 
n iepożą da nych  zak rzep ó w  i za torów,  a tym sam ym  
ud rażnian ic  świat ła  naczyń  krw io no śnych  (prz yw ra ­
canie no rm a ln yc h  w a r u n k ó w  p rzep ływ u krwi),  p o z o ­
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Rye. 1. Schemat kaskady krzepnięcia  krwi ukazujący połączone  ze sobą trzy szlaki reakcji proteoli tycznych związan ych  z  aktywacją układu krzepnię ­

cia, układu fibrynolizy oraz układu antykoagulacyjnego.  W tworzeniu na powierzchni fo s fo l ip idów  błon płytek krwi (PL) kom pleksu protrom- 
binazy z aktywnym czyn nik iem  Xa, oraz powstawaniu  k lu czow ego  białka układu krzepnięcia — trombiny, uczestn iczy  kilkanaście białek o s o ­

cza, z których w ięk szo ść  występuje  w  formie z y m o g e n ó w  proteaz serynowych,  a część,  jak na przykład w yso k o czą s teczk o w y  kin inogen  

(H M W  kininogen),  funkcjonuje jako kofaktor przysp ieszający przekszta łcenie  o so cz o w y c h  czyn n ik ów  krzepnięcia (F) w  ich aktywne postaci  
(Fa). Trombina odpowiada za ograniczoną proteolizę fibrynogenu,  prowadząc  do polimeryzacji  m o n om erów  fibryny, a także za aktywację  

układu fibrynoli tycznego,  którego zadaniem jest usuwanie  utworzonego  skrzepu na drodze trawienia fibryny i fibrynogenu; w iąże  się to /  

uwaln ianiem produktów ich degradacji (FDP).  W niskich stężeniach trombina tworzy kom pleksy  z. trombomoduliną (T M ) na powierzchni ko ­
mórek śródbłonka i prowadzi do aktywacji k lu cz o w eg o  składnika układu antykoagulacyjnego -  aktyw ow an ego  białka C (APC).  Przeciwza-  

krzepowa rola białka C w ynik a z enzymatycznej proteolizy czyn ników  Va i V i l la  w  obecności  kofaktora aktyw ow an ego  białka C białka S. 
Naturalną barierę dla działania licznych proteaz serynowych układu krzepnięcia s tanowią  także inne białka inhibitorowe,  takie jak np. inhibitor 

czynnika tkankowego (TFPI),  jednakże największe  znaczenie  przypisuje się antytrombinie III. Strzałkami oznaczon o  kierunek zachodzących  

przemian wiodących do uaktywniania białka (linia c iągła)  lub ham owania  tego procesu (linia przerywana) . Linia przerywana zakończona  

kropką wskazuje  na proces  inaktywacji lub degradacji białka. K lu czow e  białka kaskady krzepnięcia przedstawiono w  ciem nych polach.

staje pod  kon t ro lą  dw óch  za sadn icz ych  m e c h a n i ­
zm ów  regulacyjnych:

a/ uk ładu an tykoagu lacy jnego  (p rzcc iwzakrzepo-  
wego) ,  który obe jmuje  inhibi tory ak ty wnych proteaz  
se rynowyc h ( takich j a k  np. AT III) oraz inhib itory a k ­
tywnych  form n ie enz ym a ty cz ny ch  ko fa k to rów ( ta­
kich jak  białko C czy bia łko S), oraz

b/ uk ładu  f ib rynol i tycznego ,  odpowie dz ia lne go  
m.in.  za ro zpuszczanie  włó kn ika  i udrażnianic 
świat ła  naczyń krwionośnych .

W obecnośc i  b iałka  S ak t y w o w a n e  białko C h a ­
muje  proces krzepnięc ia  krwi  na drodze  pro teo l i tycz ­
nego rozkładu  c z ynni kó w  V a  oraz V I I 1«, kofak torów 
n iezbędnych  do ak ty w ow an ia  k o m pl eks u  pro trombi-  
nazy i u ruchomienia  szlaku wy tw arzania  t rombiny

(Ryc.  1). Brak a k ty w o w a n e g o  białka C prowadzi  do 
n iekont r o low anego wy tw arz ani a  t rombin y  oraz nas i ­
la p r oko agu la cyj ną  a k ty wn ość  uk ładu  hemostazy .  Z 
drugiej  s trony,  hydrol iza  b ia łka  C do je g o  aktywnej  
formy zachodzi  p rzy udz ia le  ś ladowych ilości t r o m ­
biny. Takie  w s pom aga ją ce  dla układu an tykoagula-  
cyjnego dz ia łanie t rombiny ,  k lu czowe go enz ym u 
„k ask ad y ” krzepnięcia,  nazw ano „pa radok sem  t r o m ­
bin y” . Na  tym właśn ie  etapie niskie s tężenia  t r om bi ­
ny dz ia łają  „p a rado ks a ln ie ” , p rzec iwstawia jąc  się 
niejako pr ok o ag u la cy jn y m  sz lakom wytwarzania  
włóknika .  Z ew ol ucyj nego  punktu  widzenia  taka 
mała specyf iczność  subs t ra towa t rombiny  nie je s t  n i­
czym n iezw ykł ym ;  p o d o b n ą  charak te rys tykę  pos ia ­
dają także inne pro t eazy  se rynowc osocza |1,  2],
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Ogóln ie ,  p r aw id ło w e  funkcjo nowa nie  uk ładu  białka 
C ( ak t yw ow ane  białko C, j ego  kofak tor  -  białko S 
oraz pod a tn y  na hydro l izę substrat ,  np. czynnik  V a )  
jest n i ezwykle  is totne w u t r zym yw an iu  równowagi  
układu hem os ta zy  [3-5], Z uwagi na silne w ła ś c iw o ­
ści an ty koa gu lacyj ne  białka C, p rze jawia jące  się 
jego  zd o ln oś c ią  do proteol i tyczne j  degradacj i  proza- 
krz epo w ych białek kaskady  krzepnięc ia,  tj. czynnika  
V a  i Ville/,  p roces  ak tywacji  białka C przec iwdziała  
nadmierne j  generac j i  t rombiny.  Odkryc ie  gene ty cz ­
nych n iep rawid ł ow ośc i  n iektórych  białek uk ładu  an- 
tykoagulacyjncgo  sprawi ło ,  że zaczęto po szu kiw ać  
związku  międ zy  pol im orf iz m am i  gene tycznymi  a 
dysfunkcjami  uk ł adu  an tykoagu lacy jncgo  oraz 
wskazyw ać  na znaczenie  takich po l im orf izmów jako  
potencja lnych  cz ynn ik ów  ryzyka  żylnej choroby  za- 
k rzepowo-za to rowej .  W latach 90- tych zwrócono  
bl iższą uwagę  na ko fak tor ow c białko eksp on ow an e  
g łównie  na powie rzchni  k om órek  śródbłonka ,  które 
odpow ia da  za regulac ję  procesu  aktywacj i  białka C i 
które n azw ano  t ro m b o m o d u l i n ą  (TM) [6, 7], Przez 
analogię  do wy kr y t ych  wcześn ie j  gene tycznych  pol i ­
mo r f iz m ó w  sk ł adnik ów  układu  białka C, opisane  po- 
l imorf izmy w genie cząsteczki  t rombo mod ul iny ,  
oraz ich po tenc ja lny  zw iązek  ze zmianam i  st ruktury 
i/ lub funkcji  TM,  rozpat ru je  się osta tnio w kon te kś­
cie d od a tk ow yc h  cz ynn ik ów  ryzyka  choroby  zakrze-  
powo-za torowej  [8],

II. Występowanie trombomoduliny w ustroju

W organizmie  cz łowieka  t rom bo mo du l in ą  w y s t ę ­
puje w największej  i lości na powierzchni  komórek  
ś ródbłonka naczyń  (w mikrok rążen iu  stężenie TM 
sięga około  500 nmol/L) .  Poza  tym, białko to w y s t ę ­
puje w ko mó rk ach  naczyń  l imfa tycznych,  łożyska,  
jak równ ież  w megakar ioc ytac h ,  p łytkach krwi,  mo-  
nocytach,  makrofagach ,  neut rof i lach,  oraz k o m ó r ­
kach mięśni  g ładkich [9],

Synteza t r o m bo m od ul in y  podlega w p ły w o m  róż­
nych czynników. Do zw iązk ó w  zw iększa jących  s yn ­
tezę t ro m bom odu l in y  na leżą  l iczne czynniki  c h e ­
miczne ,  takie ja k  cAMP,  kwas ret inowy,  hi stamina,  
mter lcukina-4 ,  def ibrot id  (pochodn a  pol idezoksyry-  
bonukle inow a o ak tywnoś c i  p rof ibrynoli tycznc j  i 
p rzcc iwzakrzcpow ej ) ,  homo cys tc ina  i t rombina,  j ak  
również  czynnik i  f izyczne,  takie jak  np. wst rząs  ter ­
miczny  czy siły ścinające [10-15],  Co c iekawe,  z a ­
równo homocys tc ina  ja k  i t rombina  w p ły w a ją  na n a ­
silenie syntezy m R N A  t rombomodul iny .  Homocy-  
stcina wpł yw a  także na obniżenie  ak tywnośc i  t r o m ­
bo m odu l iny  jako  kofak tora  w procesie  aktywacj i

białka C przez  t romb inę  na powierzchni  komórek  
ś ródbłonka  [16, 17],

III. Struktura i funkcje trombomoduliny  

III-1. Budowa cząsteczki

Ludzka  t r o m b o m o d u l i n ą  (TM) jest  j ednoł ańcu -  
c h o w ą  g l iko pro te iną  z b u d o w a n ą  z 557 a m i n o k w a ­
sów. W cząs teczce  t ro m b o m o d u l i n y  wyróżnia  się 
pięć dom en  s t ruktura lnych:  1) z e w n ą t r z k o m ó rk o w ą  
do m enę  l ck t yn ow ą  ( resz ty a m in o k w a so w e  1-226), 
zawiera j ącą  f ragmen t  o bu d o w ie  homologiczne j  ze 
s t ruk turą  p i e r w s z o r z ę d o w ą  do m en lek tynowych im- 
muno globul in  IgE czy b iałek z rodziny selcktyn 
( reszty 1-154),  2) d o m e n ę  o b e jm u ją cą  sześć nas tę ­
pujących  po sobie pow tó rz eń  sekwencj i  h o m olo gi cz ­
nej ze s t ruk turą  n a sk ó rk o w e g o  czynnika  wzrostu (z 
ang. E p id e n n a l  Growth F a c to r) ,  3) do m enę  obf i­
tującą w reszty se ryny  i treoniny,  4) domenę  
t r ansb ło now ą  oraz 5) krótki C- k o ń co w y  odcinek cy- 
top lazmatyczny .  W  obrębie  d o m e n y  lcktynowcj  oraz 
domen typu EGF znajduje  się ki lka miejsc N-gl iko- 
zylacji ,  zaś w regionie  bog a ty m w reszty se rynowe i 
t reon inow e przy łączone  są  wiązan iami  O-gl ikozydo-  
wymi  cząsteczki  o l igosacharydów.  Ponadto,  w w ę ­
g l o w o d a n o w y m  obszarze  białka,  wyka zano  o b e c ­
ność pro t eogl ikanu  —  s ia rczanu  chondro i tyny  (w 
18% populacj i  ko m óre k  ś ró dbłonka  z żyły pępkowej  
oraz w 34% populac ji  kom órek  z ludzkiej  aorty, p o ­
chodzących  z hodowl i  tkankowych) .  Z punktu w i ­
dzenia an tyk oa gu la cyj nyc h  własności  t r o m b o m o d u ­
liny szczególne  znaczenie  ma ją  odcinki  czwarty,  
piąty i szósty w do m en ie  typu EGF, obe jmujące 
miejsce wiązania  t rombiny.  O ile p ie rwszy  i ostatni z 
w y m ie ni on yc h  o d c in kó w  są n iezbędne  do samego 
‘w ią z a n ia ’ t rombiny,  obecność  czwar tego  segmentu  
do me ny  EGF, a także n iewie lk iego  odc inka amino-  
k w as ow ego  w do m eni e  trzeciej ,  decyduje  o a k ty w ­
ności  t r o m b o m o d u l i n y  jako kofaktora.  Stabi lizację 
kom pleksu  t ro m b in a - t ro m b o m o d u l in a  zapewnia  
cząs teczka  s ia rczanu chondro i tyny ,  która pr zypusz ­
czalnie oddz ia łu je  z doda tn io  na ł ad o w an y m  f rag­
me nte m t rombiny ,  ok re ś l any m  jako  II mie jsce  
wiążące  an iony  (ang. anion  b ind ing  cwositc Ii) 
[18-21],

III-2. Znaczenie trom bom oduliny  w regulacji proce­
su aktywowania białka C

Efe kt yw ność  dz ia łan ia  samej  t rombiny  w a k ty w o ­
waniu  białka C na pow ie rzchni  fosfol ip idowej dwu-
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wars twy błon k o m ó r k o w y c h  p ły tek  krwi  jes t  s to sun­
kowo niewie lka.  W  obecnośc i  k o m ple ksu  t rombi-  
na - t r om bom od u l in a  proces  a k ty w ow an ia  b ia łka C 
zachodzi  ok. 1000 razy  szybciej  (K d ~  0.2 nM).  W 
tych wa runkach  t r om bin a  w yka zu je  je dy ni e  m i n i ­
m a ln ą  ak tywność  pro te o l i t yczną  w s tosunku do in­
nych białek będących  jej  subst ra tami  (nie do t yczy  to 
czynnika  XI). Re akc ja  w y m a g a  obecności  j o n ó w  
Ca^+ , które są wiązane  przez  reszty kwa su  y-karbo-  
k syg lu t am ino wego (Gla) w cząs teczce  białka  C. 
Obecność  fos fo l ip idów b ło n o w y c h  w pł yw a  na p rz y ­
sp ieszenie  procesu  ak tywacj i  b ia łka  C [21], 
Właśc iwośc i  an ty koa gu lacy jn e  a k ty w ow ane go  
białka C (APC) ,  tzn. j e g o  zdolność  do pro teo l i tycz­
nej inaktywacj i  c z y n n ik ó w  Va i V i l la ,  w z m a g a j ą  
dwa białka osocza:  b ia łko S i czynnik  V, dz ia ła jące  
synergis tycznie  ja k o  kofak tory  A P C  [22],

Utworzenie  ko m p le k su  t rombin y  z t r om bom od u-  
l iną  nic pozosta je  bez  w p ły w u  na p ro koa gu la cyj ną  
ak tywność  t rombiny,  tj. na tworzenie  f ibryny,  ak ty ­
w ację  czynnika  V i ak ty w ac ję  p łytek  krwi.  Według 
obserwacj i ,  t ro m b o m o d u l in a  oddzia łu jąc  z t r om bi ną  
hamuje  proces  po l imeryzac j i  f ib ryny i aktywacji  
czynnika  V. Ponadto ,  j a k  wy ka za ły  po mi ary  ag re g a ­
cji płytek  oraz po m ia ry  uwaln ian ia  se rotoniny z z ia r ­
nistości  w ew ną t r z p ły tk o w y c h  przez  t rombi nę  z n a k o ­
w a n ą  J l2:i lub d i izopropy lo fosfo ro t rombi nę ,  p o w s ta ­
nie kom pleksu  t ro m b in a - t ro m b o m o d u l i n a  ogran icza  
i /lub odwraca  ak tyw ac ję  p ły tek  krwi  [7, 23, 24], 

Sądzi  się, że obni żona  ekspres ja  t rombomodul iny ,  
a więc  jej  n iższe s tężenie w osoczu ,  mo że  p rz y c z y ­
niać się do osłab ienia  ak tywacji  uk ładu  an tykoagula-  
cy jnego  przez t rombinę ,  oraz do wzros tu  s tężenia  
wolnej  t rombiny  w osoczu.  P rzesuw a to ró w n o w a g ę  
he mo sta ty czną  ‘na k o r z y ś ć ’ szlaku prokoagulacyj -  
nego  i może  sprzyjać  tworzeniu  zakrzepu  w m ie j ­
scach ewen tua lnego  us zkodzenia  naczynia  czy na 
powierzchni  rozerwanej  blaszki  miażdżycowej .  
Tro mb omo du l ina  umoż l iw ia  za tem funkc jon owan ie  
i s totnego z punk tu  widzenia  ró w now ag i  hemosta-  
tyczncj  m ec h a n iz m u  z w ane go  ‘pa rado ksem  t rom bi­
n y ’. Przy niskich s tężeniach  t ro mb in y  jej immobil i -  
zacja na powierzchni  ko m ó rek  ś ródbłonka  przy 
udziale cząs teczki  t r o m b o m o d u l i n y  sprzyja  a k ty w a ­
cji białka C i ca łego układu  an tykoagulacyjncgo .  
Wzros t  stężenia t rombin y  sprawia,  że działa ona 
przede wszys t k im  prokoa gu lacyj n i e ,  p ro w adząc  do 
pol imeryzac ji  f ib rynogenu [2],

Lokalnie  i w ogr an ic zo n y m  stopniu T M  może 
przec iwdzia łać  za leżnej  od t romb iny  ak tywacj i  k o ­
mórek  poprzez  oddz ia ł ywan ie  z receptorem t r om bi­
ny. W wyniku  n iedob oru  t rom bom od ul in y  m oże  d o ­
chodzić  do wzm ożon e j  ak tywacj i  k o m ó re k  śród-

błonka,  a następnie  do wzros tu  ekspresj i  b ia łek  adhe- 
zywn ych i cząs teczek  uczes tn iczących  w procesie 
zapa lnym,  zw iększa jąc  w ten sposób ryzyko pę kn ię­
cia blaszki  mia żdży cow ej  i / lub przyczynia jąc  się do 
progresj i  m ia żd życ y  [25],

Na le ży  podkreśl ić ,  że za leżna  od t r om bo m odul in y  
regulacja  pr oce só w  a k tyw ow ani a  sz laku białka C 
oraz neut ra lizacj i  t rombiny,  ma również  mie jsce  p o d ­
czas oddz i a ływ an ia  t r om b o m o d u l i n y  odpow ie dn io  z 
prekursorami  t rombiny ,  tzn. m e iz o t ro m b in ą  i mcizo-  
t rom bi ną  (d e s F l ) ,  lub z inh ibi torami  pro teaz ,  takimi 
ja k  an ty t r omb ina  III (ATUI),  kofak tor  II hepa ryny  
(HCII ),  inh ib itor  b ia łka  C (PCI).  Rola t r o m b o m o d u ­
liny w neut ral izacj i  t r om bin y  różni  się w zależnośc i  
od rodza ju  inhibitora.  Jest  ona  do m inują ca  w p r z y ­
padku PCI,  gdz ie  w a r u n k ie m  h a m o w a n ia  ak tywnośc i  
t rombiny  są od dz ia ływ an ia  typu  bia łko-b ia łko.  P r z e ­
ciwnie,  w przy pad ku  ak tywacj i  ATIII i HCII  g łó w ną  
rolę od gr yw a cząs teczka  sia rczanu  chondroi tyny,  zaś 
oddz ia ływ an ie  z t r o m b o m o d u l i n ą  jes t  j e dy ni e  m e ­
c hani zm em  w s p o m a g a j ą c y m  [26-28],

III-3. Udział trom bom oduliny w regulacji fibryno-  
lizy

W donies ien iach  z ki lku osta tnich lat sugeruje się 
udz ia ł  t rombomo dul in y ,  j ak  również  n iek tórych  jej 
rozpuszcza lnych  f ragm en tów  (produk tó w ogran i ­
czonej  pro teo lizy cząs teczki  TM ) w regulacj i  p roc e ­
sów f ibrynol izy [29, 30]. W s k a z u j ą  na  to d o ś w ia d ­
czenia z z a s t os ow ani em  p r o k a rbo ksypept yd azy  B 
(pro-pCP B)  —  jc d n o ł a ń c u c h o w e g o  b ia łka  osoczo-  
wego,  zwanego  także TAF1 (ang. Thrombin Activatci-  
ble F ibr ino lys is  Inhibitor) .  P rocesy  m ol ekula rne  a k ­
tywacj i  TAFI i ak tywacj i  białka  C są podobne:  ak ty ­
wacja  z y m o g e n ó w  zachodzi  na skutek ograniczone j  
p roteo lizy w obecnośc i  k o m pl eks u  t rombi na /me izo -  
t r om bina - t r om bomo dul ina .  W ko m pleks ie  tym t r o m ­
bina lub m e iz o t r o m b in ą  tw or zą  poc zą tk ow o  dwu- 
(zarówno z TAFI  jak i t ro mb omodu l in ą) ,  a następnie 
t ró j sk ładnikowe k o m pl eks y  TAFI - t romb ina - t romb o-  
modul ina ,  k tórych  p ow s ta w an ie  jes t  w ar un k ie m  pro ­
teol izy TAFI do ak tywnej  formy TAFIa  (Ryc. 2). P o ­
dobnie  jak w przy pa dk u  b ia łka C, ak tywacja  TAFI 
może  zachodzić  także w obecności  rozpusz cza lny ch  
f r agme ntó w t rombo mod ul iny ,  obe jm uj ącyc h  reszty: 
1-462, czy 227-462  ( f ragment  T M E  zawiera jący  
sześć dom en  EGF) .  L iczba  ‘e l e m e n t ó w ’ st ruktury 
p ie rwszo rzędowe j  t ro m b o m o d u l i n y  konieczna  do 
aktywacj i  TAFI  p rzew yższ a  je d n a k  l iczbę f r a g m e n ­
tów cząs teczki  w y m a g a n y c h  do ak tywacj i  białka C 
( różnica do t yczy  bliżej n ie okr eś lonych  reszt  regionu  
obe jmującego  d o m e n y  1-3) [30], K a rboksypep tyd a-
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za B (TAFIa) ,  specyf iczna  dla grup karbok sy low ych 
reszt a rg in iny  i l izyny,  w ykazuje  zdolność  aktywacj i  
p ro t r om bi ny  w obręb ie  skrzepu  oraz właśc iwośc i  si l­
nego inh ibi tora  f ibrynol izy,  pon iew aż  hamuje  w i ą z a ­
nie p l a z m in o g e n u  z f ibryną.  Okazu je  się, że za s to so ­
wanie  p r zec iw c ia ł  m o n ok lona ln ych  a n ty-TAFI  znosi  
efekt  h a m o w a n ia  f ib rynolizy  przez  TAFIa .  W warun-

Ryc. 2. Schem at aktywacji inhibitora f ibrynolizy aktywow an ego  przez 

trombinę (TAFI). Trombina (lub meizotrombina) tworzą  

dw uskładnikowe kom pleksy  zarówno z TAFI, jak i trombomo-  

duliną (TM).  Oddziaływanie  tych dwóch rodzajów heterodime- 

rów ze sobą prowadzi do utworzenia  kom pleksów  trójskładniko­

w ych  (T -TM -TAFI) i w iąże  się z syntezą aktywnej postaci  TAFI 

(TAFIa) [30],

kach takich,  zaznacza  się szczególn ie  prof ibrynol i-  
tyczne dz ia łanie a k ty w o w a n e g o  b ia łka C w osoczu,  
polega jące  na je g o  zdolności  do h a m o w a n ia  a k ty w a ­
cji p ro t ro mbiny  oraz h a m o w a n ia  syntezy TAFIa .  O b ­
serwacje te w s k a z u ją  je dnocz eśn ie  na b iologiczne  
znaczenie  zależnej  od t rombiny  aktywacj i  czynnika  
TAFI  (pro-pCPB) ,  który okreś lany  jes t  często jako  
ogn iwo  łączące  krzepnięc ie  i f ib rynolizę [31, 32],

IV. Polimorfizmy genetyczne oraz regulacja 
ekspresji genu trombomoduliny

Gen t ro m b o m o d u l in y  z loka l iz ow any jes t  na ch ro ­
m o som ie  20. Z m ie nność  w  obręb ie  tego genu  była 
jak  dotąd p rzed m io tem  je d y n ie  po jedyn czych  badań  
ob e jm ują cych  n iewie lk ie  populac je .  Dlatego też nie 
w ia dom o z całą p e w n o ś c ią  jak i e  znaczenie  należy 
przypisać  o b s e r w o w a n y m  po l i m o r f iz m o m  gene ty cz ­
nym,  czy ich w ys tę p o w an ie  mo g ło by  mieć  związek  
ze zmianam i  funkcji  cząsteczki  t r ombomodul iny ,  a 
tym  sa m ym  —  czy w ys tę p o w a n ie  n iektórych  form 
p o l im orf iz m ów  m o g ło b y  w yw ier ać  jak ik ol wie k  
w p ły w  na zak łócenie  r ó w no w agi  mię dzy  procesami  
krzepnięc ia,  an tykoagulac j i  i f ibrynolizy,  a tym sa­
m y m  prowadzić  do zmi an  częs tośc i wy s t ępo w an ia  
choroby  z a k r z e p o w o -z a to r o w e j .

Największe  za in t e r esow anie  badaczy  wzbu dza  
dymo rf izm n u k le o ty d o w y  C I41K/T. Subs ty tucja

C 141 s—>T o d pow ia da  za z am ia nę  45>V a l—>Ala w re­
gionie szós tego pow tó rz eni a  dom en y  EGF łańcucha 
p o l ip ep ty do w ego t rom bom od u l in y .  Jest  to region 
istotny w proces ie  wiązan ia  t rom bin y  i ak tyw ow an ia  
białka  C, toteż  nic p o w in n o  dziwić,  że pol imorf izm 
ten jes t  po s t r zegany  ja k o  je d e n  z po tenc ja lnych  cz y n ­
n ik ów prokoag ul acy jn yc h ,  tzn. p r zyczynia jących  się 
do zw iększ ani a  ry zy ka  choroby  zakrzepowej  
[33-35],  Przypus zcza  się, że po l im or f iz m ten mó głb y  
wp ły wać  na s t ruk turę  p ie r w s z o r z ę d o w ą  TM,  a w 
konse kwencj i  na funkc ję  białka.  Nie wyklucza  się ta ­
kże, że taka  zmian a  s t ruktura lna  m oże  kształ tować 
zm iany  podatnośc i  cząs teczki  t ro m bom od u l in y  na 
dz ia łanie  e n z y m ó w  pro teo l i tycznych ,  a tym w p ł y ­
wać  na s tężenie TM w os oczu  krwi [34]. Anal iza  czę ­
stości  allcli  C i T w pozyc j i  1418, p rzep ro wad zona  w 
n ie l icznych  popula c ja ch  z d row yc h  ochotn ików  oraz 
u o s ob n ik ów  cha rak te ryzują cych  się n iedoborem 
białka  C lub t r om bof i l ią  ( sk łonnośc i ą  do rozwoju  
choroby  z a k r zepo w o- za to row e j )  o niewyjaśnionej  
e t iopa togenezie ,  nic w yk aza ła  różnic  w częs tościach  
al lclu C w pozyc ji  1418. Z jedne j  s trony,  obserwacje 
takie p o d w a ż a ły b y  istotne znaczenie  dymor f iz mu 
C I4,k/T w  e t iop a tog ene z ie  żylnej  choroby  za kr zepo ­
wo-za torowej .  Z drugiej  s t rony jednak ,  należy z a ­
uważyć ,  że badane  popu lac je  by ły  mało  liczne, toteż 
t rudno  wyniki  te pos t rzegać  j a k o  za leżności  o cha­
rak te rze ep id e m io lo g ic z n y m  [35], Wynik i  badań 
p r z epr ow adz onych  w l iczn ie jszych populacjach ,  
o be jm ujących  osoby  zd ro w e  oraz z przebytym 
za wa łe m mięśn ia  se rc ow ego  nic są spójne:  j edynie  w 
n iektórych  grupach  p a c je n t ów  z za w a łe m  s tw ie rdzo ­
no częst sze w ys t ęp o w an ie  al lclu C [33, 34]. Prze­
świadczenie  o po te nc ja ln ym  znaczeniu  dymor f iz mu 
l4lsC/T ja k o  czy nn ika  ryzyka  zawału  mięśn ia se rco­
w ego opiera się obecnie  także na obserwacjach 
w skazujących  na  w ię k s z ą  częstość war iantu 
cząsteczki  T M  z A la 45-'' w popu lac jach  osób zdr o­
wych [34J. Pomi ary  war tośc i  s tężenia TM w osoczu 
osób reprezentu ją cych  po szczególn e  war ian ty g eno ­
typowe  (C/C: 3.28 ±  0.63 ng/ml ,  C/T: 3.29 ±  0.73 
ng/ml i T/T: 3.44 ±  1.21 ng/ml)  w y d a ją  się zap rze­
czać istnieniu prostego  zw ią zku  m ięd zy  pol im or f i ­
z m e m  l4,sC/T a s tężen iem t rombomodul iny .  Dla tego  
też, na pods t aw ie  u z y sk any ch  dotąd w y ni kó w  analiz 
t rudno w sposób je d n o z n a c z n y  rozs trzygać o 
wp ływie  d y m o r f iz m u  na funkc je  cząs teczki  TM,  ta ­
kie j a k  na przykła d  różnice  w ak tywnośc i  formy 
tkankowej  i oso czowcj  T M  ja k o  kofaktora.

Mutac ja  p u n k to w a  typu  substytucj i  I27G h >A (opi ­
sana po raz p ie rw szy  u 42-letniej  kobiety z zakrzc- 
p icą  w za toce  s t rza łkowej )  p rowadzi  do zamiany  
a m in o k w a s u  25A l a - > T h r  w końcu a m in ow ym
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z ew nąt r zk om órkowe j  d o m e n y  typu lek tynow ego 
doj rza łego  b ia łka  [36], P rzypus zcza  się, że do mena  
ta mo głaby  pełnić rolę w regulacj i  ekspres j i  T M  na 
powierzchni  k om ór ek  ś ródbłonka  [37]. Nie  można  
także wykluczyć ,  że taka pun kt owa  mutacja,  
mogłab y  p o w o d o w a ć  zm ian y  konformacyjn e  w 
s trukturze do m en y  typu  lek tyn ow ego cząsteczki TM,  
co z kolei  mo gł oby  prow adzić  do zmian w fu nk c jo ­
nowaniu  pozos ta łych  do me n cząsteczki .

Inną  różnicę  w p i e rwszo rzędowe j  bu dow ie  TM,  
do tyc zącą  zam iany  468A s p —>Tyr wynika jące j  z s ub ­
stytucji  1456G —>T, z a o b s e rw o w a n o  u 45- le tn iego  m ę ­
żczyzny  z za torem tę tn icy płucnej  [38], U pac jen ta  
tego ( reprezentu jącego  genotyp  he te rozygo tyczny  
l456G/T) s twierdzono istotnie obniżone  s tężenie TM 
w osoczu  w s tosunku do średniej  wartośc i  s tężenia 
osoczowej  TM  w populac j i  o so bn ik ów zdrowych.  
Poni eważ  w żadnych  innych badaniach  po p u la cy j ­
nych nie wykr y to  w y s t ępo w an ia  substytucj i  
l4?6G —>T, ani w grupa ch  pac j en tów  z zakrzcpicą  
ży ln ą  ani u os obn ik ów zdrowych,  m ożna  p rz y p u sz ­
czać, że wys tępuje  ona  bardzo  rzadko  i nic ma i stot­
nego  znaczenia  ep idem io lo g ic zne go  w przypadkach  
dz iedziczne j t rombof i l i i  [39], Z uwagi  na tak rzadkie 
wys tępowanie ,  t rudno  w tej chwili  ocenić  w ja k im  
stopniu zamiana  1456G - » T  m o g ła b y  mieć  znaczenie  
w ksz ta ł towaniu  n i e d o b o ró w  T M  w osoczu  oraz p o d ­
wyższonej  skłonnośc i  do ep izodó w zak rz epo wy ch  
[39],

Niespe łna  10 innych mutacj i ,  rozproszonych  w 
obrębie sekwencji  kodu jących  genu  T M  wykryto  u 
osób zd row ych lub chorych  z zakrz cp icą  ży ln ą  lub 
zawa łem serca (wszys tk ie  op isane  przypadki  były 
he te rozygotami)  [8], Przypu szcza  się, że p r z y n a j m ­
niej niek tóre z tych mutac ji  m o g ą  mieć  istotne z n a ­
czenie w ksz ta ł towaniu  zwiększonej  skłonnośc i  ich 
nosiciel i  do rozwoju  chorób  z a k rzepo w yc h  ( t ro m b o ­
filii) [ 8]. Trudno w chwi li  obecnej  ocenić ich zna c z e ­
nie dla zmian fun kc jon a ln ych  w cząs teczce  TM,  jak 
również  ich wa gę  ja k o  c z yn n ik ów  ryzyka  w rozwoju  
choroby z a k r z e p o w o -z a to ro w e j .

Występowanie  po je dynczych  modyf ikac j i  w se­
kwencj i  nuklco tydowej  D N A  op is yw an o  także dla 
regionu  p r o m ot o row ego genu  TM  w populac jach  
osób zdrowych oraz pac je n tó w z za wał em mięśn ia 
se rcowego.  W badaniach  tych w y k a z a n o  p ię c iok ro t ­
nie wię ksz ą  częstość  wy s t ęp o w an ia  takich m o d y f i ­
kacji wśród  osób z za w a łe m  (5/104 przypadki  w p o ­
równaniu do 1/104 w grupie  kont ro lnej )  [33], Rolę  
takich modyf ikacj i  w reg ionie  p ro m o to r o w y m  t rud ­
no na razie ocenić z uwagi  na brak danych  d o ś w i a d ­
czalnych dot yczących  wydaj nośc i  t ranskrypc j i  oraz 
stężenia TM  w osoczu  i tkankach  u osób re pr ezen ­

tujących okreś lone  war ian ty  gen o ty po we regionu 
p ro m o to ro w e g o  genu T M  [25],

V. Uwagi końcowe

T ro m b o m o d u l i n a  wy s tępuje  w organizmie  w 
dwóch formach:  tkankowej  oraz osoczowej .  Formę 
osoczową,  która zachow uje  w y m a g a n ą  ak tywność  
jak o  kofak tor  w reakcj i  ak ty w ow an ia  białka C, u w a ­
ża się za p o c h o d n ą  na tywnej formy „ tk ankow ej ” [40, 
41], Wydaje  się, że w w arunkach  nadkrzepl iwości  
i/lub przysp ieszone j  f ibrynol izy osoczowa t r o m b o ­
mo du l in a  pełni  funkc ję  o s ło n o w ą  wzg lędem 
śródbłonka  naczy n io weg o ,  p rzec iwdzia ła jąc  n a d ­
miernej  generacj i  plazminy,  en zy m u  o małej  w y b ió r ­
czości  dz ia łania w zg lę d em  l icznych białek w k o m ó r ­
kach ś ródbłonka  [42], Stężenie roz puszcza lnych  
f ra gm ent ów t r o m b o m o d u l i n y  w osoczu  wynos i  ok. 
5-20 ng/ml .  Fragm en ty  te różn ią  się m a s ą  cząs tecz­
k o w ą  oraz pozb aw io n e  są  zwykle  do m eny  b łonowej  i 
cy toplazmatyczne j .  Po d w y ższo n e  war tości  s tężenia 
TM  w osoczu,  p rzekracza jące  nawet  50 ng/ml,  m ogą  
świadczyć  o usz kod zeniu  ś ródbłonka  [29, 43], Po d­
wy ższo ne  s tężenia  t rom bom od ul in y  odnoto wuje  się 
w takich stanach cho ro b o w y ch  ja k  zespół  wykrzepia-  
nia ś ró dnaczyn io w cg o  (DIC) ,  cukrzyca ,  toczeń  ru­
mienio wa ty  uk ładowy,  za torowość  płucna,  zespół  
zaburzeń  o d de chow ych typu dorosłych (ARDS) ,  
p r zewlekła  n i ew ydoln ość  nerek,  ostra n iewydolność  
wąt roby,  zakrzcpica  naczyń  mó zg owy ch ,  m ia ż d ż y ­
ca, choroba  n ied ok rw ie nna  serca,  j ak  również  w 
p rzypa dka ch  opornośc i  na ak ty w ow ane  białko C 
(APC R)  czy h iper hom ocys tc inc mi i  [44-52],  P on ad­
to, s tężenie T M  wzras t a  znacząco  w ciągu 24-48 g o ­
dzin (wraz ze w zros tem stresu oksydacyjnego)  w 
osoczu  osób leczonych  prepara tami  t rombol i tyczny-  
mi [53], W przec iwieńs tw ie  do tego, obniżone  s tęże­
nie TM  w osoczu  za o b se rw o w a n o  u pac jen tów po 
podaniu  n i e f rakc jonowancj  hepa ryny  [54], Za o b se r ­
wowano,  że s tężenie t rom b o m o d u l i n y  w osoczu  jest  
średnio niższe  u kobie t  oraz  że wzras ta  ono z w ie ­
k iem osoby  badane j [55],

Problem użytecznośc i  egzogennej  t r o m b o m o d u l i ­
ny w terapii  chorób  zakr zcpo w o- za to row yc h  skłonił  
badaczy  l icznych o ś ro dków  do podjęcia  badań nad tą 
g l ik op ro t e iną ja ko  potenc ja lnym,  si lnym czynnik iem 
p r z c c iw z ak rz c p o w y m  s to so wan ym  w prewencj i  i le­
czeniu pow ikł ań  naczyni owych .  U w aża  się, że p o d a ­
wanie  egzogennej  t r om bom od ul in y  mogło by  p r o w a ­
dzić do obniżenia  ryzyka  krwawie ń  w po równaniu  z 
te rap ią  heparyną ,  czy warfaryną.  Jakkolwiek  
dokładny  mol ekularny  m ech an iz m  przec iwzakrze-  
po w eg o  dz ia łania t r om bo m odu l i ny  nie został  j eszcze
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poznany ,  w ydaje  się, że ws tę pne  wyniki  badań  w y ­
konyw any ch  na zwierzę tach  są ob iecujące  [41, 56]. 
W bada nia ch  tych p o ró w n y w a n o  reko m bin an to w e  
f ragmen ty  t r o m b o m o d u l i n y  zawiera jące  zewnątrz -  
k o m ó rk o w c  d o m e n y  ludzkiej  t r om bo m od ul in y  
[57-61] oraz r e k o m b i n a n t o w ą  ludzką  rozpu szcza lną  
t ro m b o m o d u l i n ę  ( rhsTM),  zaw ie ra jącą  wszys tk ie  
z e w n ą t r z k o m ó rk o w e  do m en y  t ro m bom odul in y  i 
p r z y p o m in a ją c ą  s w ą  ak t y w n o śc ią  cząs teczkę  natyw- 
nej t rom bomodul in y .  Po równanie  ak tywnośc i  n ie ­
wie lk iego r e k o m b in a n to w e g o  f ragmen tu  cząsteczki  
t r om bo m odu l i ny  (E456)  z rhsT M w badaniach  z 
za s to so wani em  krążenia  po zaus t ro jow ego u małp 
wykaza ło ,  że ak tywnośc i  E456 i rhsTM,  ja k o  kofak-  
torów w procesie  ak tywacj i  bia łka C, by ły  bardzo 
zbl iżone.  Różnice  w łaśc iwośc i  badanych  T M  d o ­
tyczą okresu pó ł t rwania  (6.0-9.0 min.  dla E456 i 5 
godz.  dla rh sTM ) [57]. Wyn ik i  badań,  w k tórych  w y ­
kazano  skut eczność  rhsT M w zapobieganiu  chorobie  
zak rzepow o-za to rowej  u my szy  i szczurów ( w y w o ­
ływanej  t rombiną)  czy zespołowi  w ykr zepia n i a  śród- 
naczy n io we go  (DIC) ( in d u k o w a n e m u  czynn ik iem 
tka nk ow ym  (TF) lub endo to ks ynami )  u małp  i szc zu ­
rów wskazują,  że rh sT M  s tanowi je d e n  z bardziej  
ob iecu jących  z w ią z k ó w  pr zcc iw zak rz cpow ych 
[58-62],  '
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Plazmidy eukariotyczne

The eukariotic plasmids

KRZYSZTOF LEŚNIEWICZ*
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Wykaz skrótów: pz (tpz) liczba par zasad (tysiące); Da 
(kDa) —  Daltony (tysiące); ORF —  otwarta ramka odczytu; TIR 
—  ang. term inal inverted repeat.

I. Wstęp

Plazmidy  eukar io t yczne  n igdy  nie c ieszyły się za ­
in te re sow an iem r ów nym  temu,  ja k i e  towarzyszyło  
p la zm id om prokar io tycznym.  Wie lole tn ie badania  
do pro wa dz i ły  do z g ro m ad zen ia  l icznych danych d o ­
tyczących  g łównie  ich bu d o w y  i wys t ępowa nia ,  lecz 
nic dały odpowiedz i  na szereg  pytań,  z k tórych na j ­
ważnie j sze  do tyczy  relacji  j ak ie  w ią żą  je  z o rgani ­
zmami  za s ied lanych  gospodarzy.  N ie p o w o d zen ie m  
skończyły  się równ ież  próby  w yko rzys t an ia  p l a z m i­
dów eukar io t ycznych  do konst rukc ji  w ekt o rów  g e n e ­
tycznych.  Tym niemniej ,  s tanow ią  one interesujący 
materiał  ze w zglę du  na związek  z wie lo ma  zag a d n ie ­
niami,  takimi jak;  ewo luc ja  organel li ,  wi rusów,  e le ­
m ent ów  mob i lnych  i intronów. Ponadto,  poznanie  
horyzonta lnego  t ransferu p la zm id ów  euk ar io t ycz­
nych może pom óc  w wy jaś n ie n iu  znaczenia  symbio-  
genezy  w proces ie  ewoluc ji  molekularnej .

P lazmidy  euka r io tyczne  s ta now ią  podgru pę  poza- 
ch r om osom al nych  e l em en tó w  gene tycznych ,  do k tó­
rych na ogół za l iczane  są równ ież  j ą d ro w e  cząs teczki  
D N A  wyodrębni a j ące  się bezpoś redn io  z ch romoso-

*Dr., Zakład Biologii Molekularnej Roślin, Instytut Biologii 
Molekularnej i Biotechnologii, Uniwersytet im. A.Mickiewi­
cza, ul. Miądzychodzka 5, 60-371 Poznań.
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mów,  g e n o m y  organc l lo we  oraz  wi rusy  zasied la jące  
o rg an izmy  eukar io tyczne.  Po mim o,  że p lasmidy  w y ­
kazują  wiele cech w sp ó ln y ch  z innymi  pozachro mo-  
sonralnymi  e le me nt am i  gene ty cznym i ,  to istnieje 
szereg p rzyczyn  dla k tórych  są one t rak towane  jako  
odrębna  grupa  cząsteczek.

Obecnie ,  t ermin p l azmid y  eukar io tyczne  stosuje 
się najczęściej  do tych cząs teczek  D NA lub RNA,  
które ja k o  n ieza leżne  repl ikony,  zdolne  są do 
t rwałego u t r z y m y w a n ia  się w ko mó rce  poza s t ruk tu­
rami c h r o m o s o m ó w  ją d r o w y c h  i o rg ane l lowych (m i­
tochondr ia  i chloroplas ty) .  Do p la zm idów  euka r io ­
tyczne  nie za l icza się j e d n a k  tych cząs teczek  DNA,  
które po oddzie len iu  się od c h r o m o s o m ó w  m o g ą  e g ­
zys tować  w ko m órc e  ja k o  n ieza leżne  replikony,  lub 
n ies tabi lne  formy p rze jśc iow e [1, 2| .  W p rzec iw ień ­
stwie do nich,  p la zm id y  eukor i o tyczne  na ogół  nie 
pos i ada j ą  hom olo gi i  do sekwencj i  obecnych  w chr o­
m o so m a c h  lub hom ol og ia  ta jest s tos unkow o ogran i ­
czona.  Od w ir us ów  p la zm id y  eukar io tyczne  od ró ż­
niają się na tomias t  tym,  że nic w y s t ęp u ją  w ś rod ow i­
sku p o z a k o m ó r k o w y m ,  a także,  z n ie l icznymi  
wy ją tkami ,  nie obs erwu je  się typowej  dla wi rusów 
budowy,  czyli  cząs teczek  D N A  lub R N A  opłaszczo-  
nych kap sy d cm  bia ł kowym.  Ponadto  p lazmidy  są 
s ta łym e le m e n te m  g e n e ty c z n y m  cha rak te rys tycz ­
nym dla przeds tawic ie l i  danej  j ednos tk i  sy s t em a­
tycznej ,  co w y n ik a  z faktu,  że cząsteczki  te m o g ą  być 
dz iedz iczone  za ró w no  p łc io wo ja k  i somatycznie .

Termin —  plazm id  eu kar io t yczny  —  został  p r zy ­
jęty zc w z g lę d u  na ana logię  do p l azm id ów  prokario-  
tycznych,  z k tórymi  łączy je  zdolność  do t rwałego
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u t r zy mywan ia  się w ko m órc e  i rep l ikowania  w stanie 
au tonom ic zny m  [3], Jednak  ze wzg lędu  na brak d a ­
nych dot yczących  funkcj i  większośc i  p la z m id ó w  e u ­
kar iotycznych  oraz na  ich pod ob ie ńs tw o  do innych 
e l emen tów  gene tycznych ,  n iek tórzy  au torzy  s tosują 
także terminy:  cząsteczki  p lazm id opodo bn c ,  wi ruso-  
podobne ,  ep isom alne  lub minikol is te.

Na pod obne  t rudności  napot yka  także  próba  
przeds tawienia  j edn oz na czn e j  klasyf ikacj i  p la z m i­
dów. Podobnie  jak  w p rz ypa dku  wirusów, p o c h o d z e ­
nie f i logene tyczne  po szczeg ó ln yc h  p l a z m id ó w  e u k a ­
r io tycznych nie jes t  znane ,  a w związ ku  z tym nie 
może s tanowić p o ds ta w y do ich k lasyf ikacj i .  N a  ogól  
opiera się ona na pods tawie :  bu d o w y  (koliste,  l in io­
we, DNA,  RNA),  g rupy  takson omic zne j  do której n a ­
leży ga tunek  będący  ich gospoda rzem  (zwierzęta ,  
g rzyby  lub rośl iny),  lub lokal izacj i  sub ko mó rk ow ej  
( jądrowe,  mi to chondr ia lne ,  ch loropla s to we  lub cyto- 
p lazmatyczne) .

II. Lokalizacja subkomórkowa i w ystępowa­
nie

Lokal izacja  su b k o m ó r k o w a  p l azm id ó w  e u k a r io ­
tycznych  wska zu je  na  w y r a ź n ą  prefe renc j ę  do zas ie ­
dlania mi tochondr iów.  In te resu jące  jes t  to, że tylko 
w kilku pr zyp adkach  z lo ka l izo wan o p la zm idy  na t e ­
renie jądra k o m ó r k o w e g o  [4] i ch lor opla s tów  [5]. 
Preferenc ja  p la z m id ó w  do zas iedlania  m i t o c h o n ­
dr iów ma na j prawdop odobnie j  zwuązck ze z ró ż n ic o ­
w any m  ro zp o w szech n ien ie m  tego typu form wśród 
przeds tawic ie l i  poszc zegó ln yc h  podkrólestw.  A n a l i ­
za właśc iwośc i  g e n o m ó w  m i t ochon dr i a lnyc h  g rz y ­
bów, rośl in i zwierząt  wskazu je  bo w ie m  na szereg 
is totnych różnic,  które m a j ą  swoje  odzwierc ied len ie  
w zdolności  do u t r z y m y w a n ia  p lazmidów.

G eno m  m i t ochon dr ia lny  zwierząt ,  na który 
sk łada ją  się cząsteczki  o wie lkości  od 14 do 39 tys. 
par  zasad,  w przec iwi eńs tw ie  do g e n o m ó w  m i t o ­
chondr ia lnych  przeds tawic iel i  pozos ta łych  cuka-  
r iontów, wy ka zu je  d u ż ą  s tabi lność  oraz
„osz czędn oś ć” p rze ja w ia jącą  się brak iem in tronów 
oraz d łuższych,  n ickodują cych  sekwencj i  mi ędzyge-  
nowych [6], Jakko lwi ek  nic znana  jes t  p r zyczyna  ta ­
kiej s t ruktury g e n o m u  mi t och on dr ia ln eg o  zwierząt ,  
to cecha  ta dobrze kore lu je z brak iem  p l azm id ó w  na 
terenie tych organell i .  Ob ecność  cząs teczek ,  które 
m o g ą  być uznane  za p la zm id y  mi toc hondr ia lne ,  z a ­
ob se rw ow an o  tylko u przeds tawicie l i  Trypanosom a  i 
Pciramecium. W p rz yp adk u T ryp a n o so m a , na genom  
mitochondrialny ,  op rócz  dużyc h  cząs teczek  kol i ­
stych (ang. m axic irc le  DNA),  sk ł ada ją  się l iczne k o ­

pie cząs teczek  min ikol i s tych  (ang. m in ic irc le  DNA) 
które tw orzące  ty p o w ą  dla tego  rodza ju  s t rukturę  ki- 
ne toplastu [7]. Cząs teczki  te nie są j e d n a k  na ogół 
k la sy f ikow ane  ja k o  p lazmidy .  Za  p la zm id y  uznaje 
się na tomias t  p o z a c h ro m o s o m a ln e  cząs teczki  DNA 
wystę puj ące  w m i to chondr i ach  P a ra m ec iu m  [8], 
Należy  je d n a k  pamię tać ,  że z a rów no  w przypadku 
Trypanosom a  j a k  i P a r a m e c iu m , obecność  p lazmi ­
dów koreluje z n ie ty p o w ą  dla zwierzą t  s t ruk turą za­
sadniczego  g e n o m u  mi tocho ndr ia lnego .

O d m ie n n e  cechy,  z s tosunku do mi toc hondr iów 
zwierząt ,  po s i ada ją  na tomias t  g e n o m y  mitochon-  
drialnc rośl in i grzybów.  C ha rak te ryz u ją  się one 
obec no śc ią  znacznych  ilości d o d a tk o w y c h  se kw en­
cji, nic zwiększa jących  i stotnie po tencja łu  ko ­
dującego  tych organel l i  oraz z r ó ż n ic o w a n ą  bu d o w ą  
f izyczną c h ro m o s o m ó w  m i t ochondr i a ln ych  [9], W 
o m a w ia n y m  kontekśc ie zwróc ić  na leży u w ag ę  na bu ­
dow ę  f izyczną  ge n o m u  mi to ch on dr ia l neg o  roślin, 
gdyż  w przec iwieńs tw ie  do zwierzą t ,  s tanowi  ją z róż ­
n ic ow ana  pula czą s teczek  D N A  pow sta jących  w w y ­
niku homologiczne j  rekombin ac j i  sekwencj i  p ow tó ­
rzonych i s tnie jących w obrębie  cząs teczki  określanej  
j a ko  „m a ster  c h ro m o so m " . B oga c tw o form p o ­
wsta łych  w wy n ik u  je g o  rearanżac ji  jest tak duże, że 
na tym tle t rudno jest mó wić  o mi tochondr ia lnych  
fo rmach  p o za c h r o m o s o m a ln y ch ,  w rozumien iu  ana­
log icznym do p o z a c h r o m o s o m a ln y ch  form gene­
tycznych obecnych  w ją dr ze  k o m ó rk o w y m .  Tym nie­
mniej ,  p lazmid y  zasied la jące  m i tochon dr ia  roślin 
s tanowią  w yraźn ie  od rę b n ą  k lasę cząsteczek,  ł atwą  
do odróżnien ia  od DNA zasa dn iczeg o  gen o m u  mito- 
chondria lnego .

Obecnie ,  z d e c y d o w a n a  większość  informacj i  na 
temat  p la zm id ów  m i to chondr ia ln ych  pochodzi  z b a ­
dań p ro w a d z o n y c h  na grzybach ,  u które wys tępują  
one na jczęściej .  Dotyczy  to przede  wszys tk im d o ­
brze scharak te ry zowan yc h  gene tycznie  ga tunków  z 
rodzajów: S a c c h a ro m y c e s , N eurospora , C laviceps i 
P odospora .  W  obrębie  tylko  j e d n e g o  rodza ju —  N eu ­
rospora  — z ident y f ikow ano  wie le  typ ów p la zmidów 
a po jedyn cze  szczepy  m o g ą  zawierać  przedstawiciel i  
nawet 11 z nich [10],

W przy pa dk u  ją d ra  k o m ó rk o w e g o ,  większość  
zbadanych  p o z a c h r o m o s o m a ln y ch  e l em en tó w g e n e ­
tycznych są to cząsteczki  pow sta j ące  poprzez  w y o d ­
rębnian ie  się f ra gm ent ów  D NA z chromosomów.  
Tylko w kilku p rzyp adk ach  w organel lach tych o d ­
kryto cząsteczki  typowo  p lazmido we .  Naj lepiej  p o ­
znane z nich  to p la zm id y  2 p m  wystę puj ące  u dr o­
żdży [11] oraz l iczne p lazm idy  wys tępuj ące  u ga tu n­
ków rodza ju  D ik tyos te l ium  [12, 4], W obu tych pr z y ­
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padkac h  budzą  one  za in te re sowan ie  z przyczyn  p r a k ­
tycznych,  gdyż  m o g ą  one  s tanowić  cenny  mater ia ł  do 
konst rukcj i  w ekt o ró w  gene tycznych .

III. Struktura

III-l .  L iniowe plazmidy D NA

Po m im o  dużego  z ró żn ico wan ia  na poz iomic  se ­
kwencji  nuk lco tydo we j ,  p la zm id y  l iniowe w y s t ę ­
pujące u przeds tawic ie l i  wszys tk ich  podkró les tw 
w y k a z u j ą  znaczne  p o d obi eń s tw o pod w zgl ęde m  or ­
ganizacj i  genetyczne j  (Ryc. 1) [13]. Cząsteczki  te, o

Ryc. 1. Przykłady eukariotycznych p lazm idów  lin iowych (inwertro- 

nów).  Czarne strzałki oznaczają pozycję  poszczegó lnych  ORF, 

czarne trójkąty oznaczają sekwencje  TIR z cząsteczkami białek 

terminalnych na 5 ’ końcach obu nici. D N A  poi polimeraza  

DNA; R N A  poi —  polimeraza RNA; toks. a ,  p, y —  geny  ko ­
dujące p oszczegó lne  toksyny; g.op —  gen kodujący oporność  

na toksyny. A — plazmid mitochondria lny m aran h ar  (7052p z)  

z N eurosporu  crossu  [28], B —  plazmid cytoplazmatyczny  

pG K Ll z K lyve ro m yces  la c tis  [22], C —  modyfikacja  plazmidu  

kuliło. Struktura „szpilki do w ł o s ó w ” [26] .

wielkości  od kilku do k i lkunas tu  tys. par  zasad,  p o ­
s iada ją na obu końcach  sekwencje  powtó rzone  w o d ­
wrotnej  orientacji  (TIR) o długośc i ki lkuset  par  z a ­
sad. Końce  5 ’obu  nici D NA połączone  są k o w a l e n ­
cyjnie z po jedyn czym i  cząs teczkami  białek te rmin a l ­
nych,  które pe łn ią  funkc ję  s ta rte rów w proces ie  rep l i ­
kacji.  Większość  p la z m id ó w  l iniowych koduje 
b ia łka  zaan ga żo w ane  w procesy  własnej  repl ikacj i  i 
t ranskrypcj i .  P lazmidy  tc, pod obnie  j a k  inne formy 
gene tyczne  pos iada jące  tego typu bu d o w ę  (niektóre 
bakte riofagi ,  adenowirusy ,  e leme nty  mobilne)  o k re ­
ślane są w sp ól ną  n a z w ą j a k o  inwer t rony  (od s e k w e n ­
cji —  ,,in rer ted  rep ea t” ) [14, 9],

Podobnie jak  inwer t rony  wirusowe ,  p la zm idy  li­
niowe pod lega ją  repl ikacj i  wg  mo de lu  „odsuwanej  
n ic i” (ang. s tra n d  d isp lacem ent) .  Analiza  sekwencj i  
kodujących  pol im erazy  D N A  pl azm id ó w  l in iowych 
wykaza ł a  obecność  kon se rw a ty w n y ch  m o ty w ó w  
cha rak te rys tycznych  dla TPP pol im eraz  D N A  (ang.

term ina l  p ro te in  p r im e r  D N A p o l im e ra se )  bak t e r io­
fagów ej) 29, PRD1 [15]. W replikacji  p rowadzonej  
przez  TPP pol im era zy  DNA,  bia łko te rmina lne  
związane  kow a le ncyj n ie  z 5 ’ k o ń c e m  nici D NA pełni 
funkc ję startera,  do k tórego  przy łączona  zostaje 5 ’ 
fo s f or ano w ą  grupa  p ie rw sz ego  mon on uk le o t ydu  
synt e tyzowanej  nici D N A  [16], Cha rak t e rys tyc zną  
cechą  TPP po l im era z  D N A  p la zm id ów  l in iowych 
jest  obecnoś ć  na N k o ńc ach  łań cu ch ó w  pol ipcptydo-  
w ych  dodatkowe j  do meny,  nic mającej  swojego  o d ­
po wied ni ka  u po l im era z  bak ter iofagowych.  Ponie­
waż  sekw en cja  tej d o m e n y  zawiera  m o ty w y  zbl iżone  
do sekwencj i  pozna nyc h  b ia łek te rm ina lnych  n i ek tó­
rych bakt e r io fa gó w  (S-Y -K -N ) ,  a w p lazmida ch  nic 
z ident y f iko wano  O R F  kodującej  tego typu białko,  
p r zyp usz cza  się że w tym przy pa dk u może  być ono 
z b u dow an e  z N końcowe j  dom en y  TTP  pol imerazy  
DNA [17].

Z d e c y d o w a n a  więk sz oś ć  p la zm id ów  l iniowych 
tworzy tylko dwa t ranskrypty,  z k tórych  j ede n  koduje  
po l ime razę  DN A,  drugi  na tom ias t  po l im erazę  RNA.  
Oba  z lok a l i zo wa ne  są na różnych  niciach DNA,  a ich 
promo to ry  zn a jd u ją  się w od po w ie dn ic h  se k w e n ­
cjach TIR,  co oznacza ,  że w obu przypadkach  t ran­
skrypc ja  nas tępuje  w k ie runku  do środka  cząsteczki .  
S ekwencje  p r o m o to r o w e  róż nych  p laz mi dów w y k a ­
zują  znaczne  pod o b ie ń s tw o  do pr om o to ró w  bakte r io­
fagów T7,  SP6 a także n iek tó rych  ge nów  mi tochon-  
dr ia lnych [9], P o do b ieńs tw o to wynika  na jp raw do ­
podobniej  z faktu,  że we  wszys tk ich  tych pr z y p a d ­
kach w proces  t ranskrypc j i  za an g aż o w an y  jes t  ten 
sam rodzaj  po l im era zy  RNA.  Pol imerazy  tego typu, 
z b u dow an e  z jedne j  podjednos tk i  (ang. single  sub-  
unit RNA p o l im e r a s e ), k o d o w a n e  są za równo przez 
p lazmidy  l iniowe,  j ak  i n iek tóre bakter iofagi  oraz 
adenowirusy.  R ó w n ie ż  k o d o w a n e  jądrowo mito-  
chondr ia lne  po l im era zy  R N A  grzybów,  zwierzą t  i ro ­
ślin r ep rezen tu ją  ten typ cząs teczek  [9, 73],

Pomimo ,  że na ogół  obse rwuje  się powsta wanie  
dwóch  cząs teczek  R N A  na obu niciach DNA p lazm i­
dów l in iowych,  to znane  są równ ież  war ianty ob e j ­
mujące  inne i lości t ra nsk ry p tó w  oraz o twartych  ra ­
mek odczytu.  Np.  p l azmid  mF  w ys tępuj ący  w mito- 
chondr iach  P hysar ium  p o ly e e p h a lu m , zawiera  9 se­
kwencji  O R F z lo ka l iz ow an ych  na jedne j  nici DNA,  
która ulega  t ranskrypcj i  p rowadzące j  do powstan ia  
co najmnie j  5 różnych  cząs teczek  RNA [18]. Pr zy­
puszcza  się, że obecność  tak dużej  l iczby ORF ma 
związek  z i n d u k o w a n y m  przez  ten p lazmid  e fektem 
fuzji mi tochondr iów.  Ponadto ,  n iektóre p lazmidy  li­
n iowe roślin,  p os i ada j ą  d o da tk ow e  sekwencje  p o ­
chodzące  n a jp raw dopo do bn ie j  z chloroplastów.  W 
p la zm idach  kukurydzy,  z ide n ty f ikowano  f ragmenty
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genu p s b A , oraz pełne  kopie  ch loropl as towych  ge ­
nów t R N A Pro i t R N A lrp. O ba  geny  tR N A  z loka l iz o­
wane są na p la zmidz ie  2,3 kb oraz u leg a ją  t r anskr yp­
cji dos ta rcza jąc  m i t o ch o n d r io m  jedynego ,  syn te ty­
zow anego w tych organe l lach  t R N A Trp [19].

Innym c ie ka w ym  p rzyk łade m  plazmidów,  o d o ­
da tko wym  potenc ja le  kodu jącym,  są  niektóre  p l a ­
zmidy  cy to plazma tyc znc  [20], Po s ia da ją  one  do da t ­
kowe ORF, w arun ku ją ce  w y s t ępow an ie  fenotypu 
„za bó jcy” (ang. k il ler  p h e n o ty p e )  [21]. Fenotyp  ten 
przejawia  się w y d zi e la n ie m  do o toczenia  toksyny 
białkowej,  która n i szczy  komórki  innych  szczepów 
grzybów. Zjawisko  to ( typowe  równ ież  dla n ie k tó ­
rych p la zm idó w d s R N A )  zos ta ło najlepiej  scha rak te ­
ryzowane  u sz czepów  ga tunku K lu yvero m yces  lactis. 
Z aw ie ra ją  one p la zm id y  pG K L -1 ,  -2 (Ryc. IB)  k o ­
dujące białko będące  inh ib i torem cyklazy  adenylo-  
wej [22], Oporność  wła sna  na toks ycz ne  właśc iwośc i  
tego białka u w a r u n k o w a n a  jes t  czynni kami  k o d o w a ­
nymi przez ten sam p lazmid ,  lub przez  inny e lement 
gene tyczny  gospo da rza  [23],

Nie typowe p la zm id y  l iniowe z identy f ikowa no u 
Param ecium .  W mi t ocho ndr i ach  przeds tawiciel i  
tego rodzaju,  oprócz cząs teczek  o budow ie  typowej 
dla p l azmi dów l in iowych (klasa I i III) wy s tę puj ą  ta ­
kże plazmidy,  k tórych  formy m o n o m e ry c z n e  p os ia ­
da ją  s truk turę szpi lek do w ło só w (klasa II). C z ą s te ­
czki te zakoń czone  są na j e d n y m  końcu  pę t lą  a na 
drugim f r agmen tem  j c d n o n ic io w y m .  H ybrydyz ac ja  
jcdnon ic io w ych k o ń c ó w  dw óch  cząs teczek  prowadzi  
do powstan ia  form d im cry czny ch  [24], Należy  przy 
tym zwróc ić  uwagę ,  że cząs teczki  zasadn iczego  g e ­
nomu mi t ochondr ia lnc go  P a r a m e c iu m , o wielkośc i  
ok. 40 tpz, m a ją  równ ież  b u d o w ę  szpi lek do wło sów 
[25],

Anal iza  p la zm id ów  l in iowych wykaza ła ,  że 
oprócz  cząs teczek  o zasadniczej  bu do w ie  wys tę pu ją  
także różne formy pochodne .  P o w st a ją  one na jc zę­
ściej w wy n ik u  rekombinac j i  różnych  cząs teczek  
p lazmido wych ,  bądź w w y n ik u  b łęd ów z a c h o ­
dzących w trakcie ich replikacji .  W  w yn ik u  tych p r o ­
cesów pows ta j ą  cząs teczki  z de lec jami  ob e j ­
mującymi  cen t ra lną  część  p lazmidu ,  powtór zenia mi  
obe jmują cym i  na ogół  sek wenc je  TIR [26] lub o b u ­
dowie  szpilek do włosów, an a log icz ny ch  j a k  w pr z y ­
padku P aram ecium  [27] (Ryc. 1C). Ze wzg lędu  na 
n iekomple tne  sekwencje  ge nó w  kodu jących  pol imc-  
razy RNA lub DNA,  formy te m o g ą  u t r zym yw ać  się 
tylko w obecnośc i  p l a z m id ó w  nicz mo dy f ik owanych .

Inny charak te r  pos iada  mo dyf ik ac j a  pro wa dzą ca  
do powstan ia  cząs teczek  p l a zm id ow ych,  które na 
obu końcach  zaw ie ra ją  d ługie sekw encje  p o w t ó r z o ­
ne zbudowane  z sekwencj i  z asad n iczeg o  ge n o m u  mi-

tochondr ia lnego .  Budzi ona szczególne  za in te re so ­
wanie  badaczy  ze w zg lędu  na fakt, że często p r o w a ­
dzi do zmian  fcno ty po w yc h  gospodarza .  M o d y f ik a ­
cja tego typu wys t ępuje  u ki lku g a tu nk ów  grzybów 
oraz rośl in i naj lepiej  zosta ła  scha ra k t e ry zo wana  u 
przedstawiciel i  rodzajów:  N e u ro sp o ra , [28], Podo-  
spora  [29] oraz u kukurydz y  [30], Kolonie  N eu ro ­
spora ,  w op ty malnyc h  warunk ach ,  m a j ą  zdolność  
n ieog ran i czonego  wzros tu ,  k tóry m oże  ulec z a h a m o ­
wan iu  j e dyni e  na skutek  dz ia łan ia  cz ynn ik ów  z e w ­
nę trznych.  Z a o b s e r w o w a n o  je dn ak ,  że kolonie  
szczepów zawie ra jących  m i tochond r i a ln e  p lazmidy  
l iniowe kalilo  i m a ra n h a r  w y k a z u j ą  ob ja w y  s ta rze­
nia i śmierci  po serii około 20 pasaży.  Efek t ten 
w y w oła ny  je s t  in tegrac ją  p la zm idu  z cząs teczką  
c h ro m o so m u  mi tocho ndr ia lnego ,  w wyn ik u  której 
powsta ła cząs teczka  h y b ry d o w a  ulega p re fe re ncy j ­
nej akumulac j i  p row adzące j  w ko nsekwe nc j i  do za ­
burzenia  m e ta bo l iz m u m i t o ch o n d r iu m  i śmierci  ko ­
mórki .  Us ta lono ,  że proces ie  tym bie rze udział  k ró t­
ka, około 25 nu k le o ty do w a  sekwencja  z obszaru  TIR 
wykazująca  o g r a n i c z o n ą h o m o l o g i ę  z mi e jscem  inte ­
gracji  w mt D N A  [31], N atom ias t  u P odospora ,  w 
przec iw ieńs twie  do N eurospora ,  p roces  s tarzenia 
s t ym ulo wany jest czynnik ami  j ą d r o w y m i  i mo że  ulec 
supresj i  w wy ni ku  integracj i  p la zm id u  l iniowego 
p L A 2 - l  z g e n o m e m  m i to c ho ndr ia ln ym  [29],

Najlepiej  po znan y  przykład  integracji  p lazmidu  
l in iowego z g e n o m e m  m i to cho ndr ia ln ym  roślin d o ­
tyczy p la z m id ó w  kukurydzy.  Wy stę po wan ie  p l a z m i ­
dów SI i S2 w postac i  wolne j  lub z in tegrowanej  z 
m tD N A  różnych  typó w cyt op la zm y  (S, C, T, N)  w 
p oc zą tk ow ym  okresie badań  suge rowało  istnienie 
związku  z cechą  cy toplazmatyc zne j  męskie j  stery 1 - 
ności  (C M S)  [32], Dalsze badania  nic po twierdz i ły  
je d n a k  tego typu zależności  [33, 34], U rośl in proces 
rekombinacj i  może  zachodzić  za równo pom iędzy  
d w o m a  p la zmidami ,  jak i p la zm id em  a cząs teczką  
za sadniczego  geno mu  mi tochondr ia lncgo .  Us talono,  
że p lazmid  S 1 jes t  fo rmą hybrydow ą,  powst a ł ą  przez 
rekomb inac ję  p la zm id u  R1 i R2 [35], na tomias t  w 
przypadku cy to pla zm y N, proces  rekombinac j i  d o ­
prowadzi ł  do trwałej  integracj i  p la zm idów  R1 i R2 z 
mtD NA.  Proces integracj i  u kukurydzy,  w p rzec iw ie ­
ństwie do ana logicznego ,  o b se rw o w a n e g o  u g rz y ­
bów, oparty jes t  na homolo gic zne j  rekombinac j i  p la ­
zm id owego  obszaru  TIR z f ragm en te m  sekwencji  
t rwale z in tegro wa nego  z mt  D N A  plazmidu  R. P o ­
nadto z a ob se rw ow ano  wy s t ęp o w an ie  sekwencj i  h o ­
mologicz nyc h  do p l azm id ó w  S I ,  S2 i 2,3 k b w j ą d r o ­
w y m  DN A  kukurydzy,  co sugeruje  możl iwo ść  p rz e ­
noszenia i rekomb inac j i  p la zm id ów  także z D N A  
tego przedz ia łu  k o m ó r k o w e g o  [36],
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III-2. Koliste plazmidy D NA

W p o r ów na ni u  do p l a z m id ó w  l iniowych,  p la zm i­
dy koliste w y k a z u ją  w ię k s z ą  różnor odn ość  za równo  
pod w zg lę d em  organizac ji  gene tycznej  j a k  i p o c h o ­
dzenia.  N a  ogól  są to cząs teczki  o wie lkośc i  ki lku 
tys. par  zasad,  które k o du ją  tylko jed en  t ranskrypt
[9]. Podobnie  ja k  w przy pad ku p la zm id ów  l inio­
wych,  większość  p l a z m id ó w  kol is tych z id en ty f iko ­
wano na terenie mitochondr iów.  Do najlepiej  p o z n a ­
nych  przy kł ad ów p l a z m id ó w  grzyb owyc h na leżą  
Maur icevi l le ,  Varkud [37] i LaBcl le  [38] w y s tę ­
pujące  u N eurospora  (Ryc. 2A,  C). Za in te resowanie  
p lazmid ami  Maur iccv i l lc  i Varkud  wynika  z faktu,  że 
w y k a z u ją  one wła śc iwo śc i  typo we  dla re t roelemen-  
tów. W pos taci  m ono m eryczne j  m a ją  one  wielkość  
o dpo wied nio  3,6 i 3,7 tpz. a ich sek wencje  kod ują  p o ­
j e dy nc ze  białko o wie lkośc i  81 kD a  i ak tywnośc i  o d ­
wrotnej  t ranskryptazy  (RT pol imerazy) .  P lazmid y  tc

s t rukturą  tR N A -p o d o b n ą ,  p e łn ią cą  funkc ję startera w 
sposób  ana logic zny  jak  podczas  replikacji  n ie k tó ­
rych rośl innych w irus ów  R NA  [39],

M e c h a n iz m  repl ikacj i  opar ty  na odwrotne j  t ran­
skrypcj i ,  p ro wa dz ić  mo że  w n iektórych przypadkach 
do powstan ia  nowej formy genetyczne j  o charakterze  
re t ro t ranspozonu.  S tw ierdzono,  że cząs teczka  p l a ­
zmidu  Varkud,  na e tapie  syntezy  nici cDNA,  może  
integrować  z j e d n ą  z cząs teczek  rR N A  lub tR NA 
obecnych  na terenie mi to cho ndr ium ,  co prowadzi  do 
pows tan ia  cząsteczki  hybr ydo we j  (Ryc. 2B). 
Cząs te czka  ta mo że  nas tępnie  in tegrować  z c h r o m o ­
s o m e m  m i to ch o n d r ia ln y m  na drodze homologiczne j  
rekombin ac j i  z o d p o w ie d n ią  sekw encj ą  genów 
tD N A  lub rDN A.  D a ls z ą  k o n s e k w e n c j ą  tego procesu 
m oże  być pows ta n ie  e le m ent u  mobi lnego ,  gdyż  w 
przyp ad ku  gdy  z in te g ro wa ny p lazm id  ulegać będzie 
t ranskrypc ji  pod  kont ro lą  pro mo to ra  genu tDN A lub 
rD N A ,  to powsta ją ca  cząs teczka  hyb ry do weg o  RNA

A. B. 5'UUG CCA3' RNA 
5' cDNA

mt DNA

ulega ją  t ranskrypcj i ,  w wy ni ku  której pows ta j ą  
cząsteczki  R N A  o wie lkośc i  odpowiada jące j  pełnej 
długości  cząs teczek  D N A  (Ryc. 2A).  Transkrypty  tc 
pe łn ią  funkcję zarówno m R N A  jak  i są m a t ry c ą  dla 
syntezy cDN A podczas  replikacji .  Synteza  ta r o z p o ­
czyna  się od związania  po l im era zy  z 3 ’ k o ń c o w ą

Ryc. 2. Przykłady eukariotycznych pla­

zm id ó w  kolistych.  A. Plazmid  

Varkud z N eurospora  in term edia  

[37], Strzałka oznacza  pozycją  

ORF kodującej RT polimerazą. B. 

Schemat powstawania  elementu  

m ob ilnego  na skutek integracji 

plazmidu Yarkud z m tD N A  (opis 

w  tekście) [37], C. Plazmid LaBel-  

le [38] . Strzałka oznacza  pozycją  

ORF kodującą polimerazą DN A .

mo że po no w nie  ulec odwrotne j  t ranskrypcj i ,  a n a ­
s tępnie  wł ączen iu  w in n y m  mie js cu  c hr om osom u mi- 
tochondr ia lne go  [37],

Także p lazmid  LaBcl lc  (Ryc. 2C),  m im o  że nic 
jes t  rc t ro c l cm cn tem  i nie w yk azu je  homologi i  do p l a ­
z m id ó w  Maur icev i l le  i Yarkud ,  pos iada pewne  cechy
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ana logiczne do tej g rupy  cząsteczek.  Pod obnie  jak  
one, ulega t ranskrypc j i  p rowadzące j  do powstan ia  
cząsteczki  RNA,  która  obe jmu je  n iemal  pe łną  se ­
kw encję  p lazmidu  i która zawiera  se kwen cję  k o ­
dującą  białko o wie lkości  120 kDa. Bia łko  to pos iada  
ak tywność  po l i merazy  D N A ,  j e d n a k  w obrębie jego  
sekwencj i  a m inokw aso w e j  z identy f ikow ano VII b l o ­
ków k on se rw a ty w ny ch  typ ow yc h  dla RT p o l i m e ra ­
zy. Podobnie  jak  w pr z yp adk u wielu innych p l a z m i ­
dów grzybów,  f ragmen ty  sekwencj i  LaBel le  z ide n ty ­
f ikowano także w obręb ie  ch r o m o s o m u  mi tochon-  
r ialnego zarówno  u N. crassa  j a k  i N. In te rm ed ia , 
mim o że p lazmid  w postac i  wolne j  z loka l izowano  do 
tej pory tylko w szczepie  L a B e l l e - lb  N. In term edia  
[38],

Poznane  do tej pory  kol i ste  p laz mi dy  rośl in s tano­
wią  s tos unk owo j e d n o r o d n ą  grupę.  Cząs teczki  tc 
m a ją  na ogół  wie lkość  od 1 do 2 tpz i w przypadkach  
gdy u l ega ją  t ranskrypc ji ,  tw orzą  tylko j eden  tran- 
skrypt  o wie lkośc i  k i lkuse t  pz. W większośc i  p r z y ­
pa dków  t ranskrypt  ten nic zawiera  je d n a k  ORF,  k tó ­
rych d ługość  wsk azyw ałaby ,  że m o g ą  one ko dowa ć  
białka o ak tywnośc i  po l imeraz .  Do chwi li  obecnej  
funkcja tych t ranskrypt ów  nic została poznana .

Anal iza  p o ró w n a w c z a  sekwencj i  p la zm id ów  kol i ­
stych rośl in nie wykaz a ła  żadnej  homo logi i  do z a s a d ­
n iczego ge nom u mi to ch ondr ia ln eg o  gospodarzy.  Z a ­
ob se rw ow ano  na tomias t  w y s tę pow ani e  b loków  se ­
kwencj i  hom olo gi cznyc h  po m ię d zy  p lazmidami  w y ­
s tępującymi  w obręb ie  je dnego ,  lub różnych  g a tu n ­
ków. Interesujące je s t  to, że są to na jczęściej  s e k w e n ­
cje po wtór zone  w orientacj i  prostej  (ang. direct repe­
at) oraz odwróconej  (ang. inver ted  repeat)  [40]. 
Konse kw enc ją  tego typu budowy,  jes t  moż l iwość  
w ys tę po w ani a  s t ruk tur  „szpi lek do w ł o s ó w ” , których  
obecność  ma na jpr aw dop odobn ie j  związek  z m ie j ­
scem or/ rep l i konów m i t ochondr ia l nych  [9], S u g e ­
stie te zostały po tw ie rdzone  przez  badania  p r z e p ro ­
wadzone  na p la zmidach  Vicia f a b  a, które wykazały,  
że w trakcie ich repl ikacj i  wide łk i  rcpl ikacyjnc 
(s truktura 0) po w s ta j ą  w pobl iżu  sekwencji  o d w r ó c o ­
nych [41]. In te resu jący  je s t  również  fakt, że u kilku 
badanych  p la zm idów  mie jsce  to związane  było ze 
st rukturami  „szpi lek do w ł o s ó w ” , ana logicznych  pod 
względem długośc i  pnia,  jak i wie lkośc i  oraz loka li ­
zacji pętli górnej  i boczne j ,  po m im o  braku  w z a j e m ­
nej homologi i  sekwencj i .  Sugeru je  to, że w procesie 
replikacji  cząs teczek  tego typu,  zasadnicze  z n a c z e ­
nie odgrywa  nie b u d o w a  I rzędowa,  lecz s truktura II 
rzędowa nici DNA.  Proces  repl ikacj i  poznano  także 
dla mi tochondr ia lnego  p la zm id u  m p l  z C henopo-  
dium a lb u m , który o d b y w a  się wg m ec h a n iz m u  „ to ­
czącego się ko ła ” [42], P la zm id  ten, w przec iwień-

stwic do p ow yższ yc h  przykładów,  charak te ryzuje  się 
brak iem sekwencj i  J n v e r t e d  r e p e a f \  oraz ob ecn o ­
śc ią  dwóch s to su nkowo  długich  O R F  (171 i 246 pz), 
których funkc ja  nic zos ta ła  do tej pory poznana .

Podobnie  j a k  w p rzyp adk u p la z m id ó w  liniowych,  
także p lazm id y  kol is te  m o g ą  tworzyć  nowe formy re- 
kombinacyjne .  Opró cz  p la z m id ó w  o bud owi e  mono-  
mcrycznc j ,  często obse rwuje  się w y s tę pow ani e  kol i ­
stych k o n k a ta m e ró w  po w s ta ją cyc h  w wyni ku  h o m o ­
logicznej  rekom binac j i  zachodzące j  po m ię dz y  se­
kwencjami  ki lku cząs teczek  [43, 44 ] ,Mo ż l iw e  jest  
również  tworzen ie  n o w y c h  form w w yn ik u  r e k o m b i­
nacji zachodzące j  obręb ie  pojedyncze j  cząsteczki  
p lazm idu  [45],

III.3. Plazmidy RNA

Dwu-  i j e d n o n ic io w e  cząsteczki  RNA  (ds i ssR- 
NA) ,  o s t rukturze l iniowej  oraz  kolistej ,  nie będące  
t ranskryptami  D N A  gospodarza ,  od dawna były ob ­
se rw ow ane  u różnych  ga t unk ów  grz yb ów i roślin. 
Większość  z nich s ta now ią  g e n o m y  wirusów  RNA 
a takujących  org an iz m y eukar io tyczne.  Część z nich 
posiada  j e d n a k  cechy  typ ow e dla p la zm id ów  lub w y ­
kazuje cechy w spólne  dla obu tych grup,  co p o w o d u ­
je,  że często są one okreś lane  ja k o  cząsteczki  wi ruso-  
podobne  lub p lazm id opodob nc .  Przy jmuje  się, że 
p lazmidami  RN A są tc cząsteczki ,  które nie są t ran­
skryptami  g e n o m u  go sp oda rza  a ich repl ikacja o d b y ­
wa się z p o m in ię c ie m  e tapu D N A  (jak to ma miejsce 
w przypadku re t roc lcmentów) .  Ponadto  p lazmidy  
RNA nie w y s t ę p u ją  p o z a k o m ó r k o w o  w postaci  
związanej  z b ia łkami  kaps yd ow ym i .  Należy  je dn ak  
zaznaczyć,  że u gr zyb ów  za o b se rw o w a n o  wiele cyto- 
p l azmatycznych ,  w i r u so p o d o b n y c h  cząs teczek  RNA 
(ang. v i r u s l i k e p a r t i c l e s - W P s )  w postaci  opłaszczo-  
ncj kap sy dc m bi a łk o w y m  [46], K apsydy  tc nic pe łn ią  
jednak funkcji  z w ią zanych  z pr zenoszeniem 
cząsteczki  d s R N A  po m ię d z y  różnymi  organizmami ,  
a j edy n ie  um o ż l i w ia ją  ich t rw a łą  egzys tenc ję w ko ­
mórce  gos poda rza  [47].

Po m im o  in t ensywnyc h badań  pro wa dzo nych  w 
osta tnich latach,  p l azmi dy  R N A  są s tosunkowo słabo 
poz n a n ą  gr u p ą  p o z a c h ro m o s o m a ln y ch  e lementów 
genetycznych .  P on iewa ż  obszern ie j sze  dane, szcze­
gólnie sekw encyjne ,  po s i ad am y  jed yn ie  w kilku 
przypadkach ,  t rudno jest o uogóln ien ia  dotyczące  
wie lu zasadniczych  kwest i i  zw iąz an ych  z tą g rupą  
cząsteczek.  Nic w ia d o m o  mi ęd zy  innymi,  j ak szeroki  
jest zasięg ich wys tępo wa n ie ,  oraz j a k a j e s t  loka l iza­
cja s u b k o m ó rk o w a  wi ększośc i  z nich.

W  podk ró lcs tw ic  grzybów, większość  p la zmidów 
ssR NA  i d s R N A  z iden ty f ik owan o  u ga tunków pa to ­
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gennych ,  sym bio ty cznyc h  i u drożdży,  u k tórych p re ­
zentują  one w y ją tk ow o  d u ż ą  różnorodność .  Zarówno 
u gr zyb ów  j a k  i u roślin częs to  obse rwuje  się w y s tę ­
powanie  danego  p l azmid u  R N A  w postaci  za równo 
jedno jak i dwunic iowcj .  Na  przykład,  j ed n o n ic io w e  
koliste p la zm id y  20S i 23S po s iada ją  sekwencję  w 
pełni h o m o lo g ic z n ą  do dw uni c iow ych,  kol is tych 
cząs teczek  W  i T R NA [48]. N ato mias t  cechą,  która 
odróżnia  p l azmi dy  R N A  drożdży  od p la zm id ów  ro­
ślin wyższych ,  j es t  w y s tę pow ani e  k a p sydó w  bi a łk o ­
wych n i ezbędny ch  do s tab ilnego u t r zy m yw an ia  się 
tych cząs teczek  w cy top lazmic  grzybów.  S t w ie rd zo ­
no, że białka te m o g ą  być  synte ty zowane  przez różne 
p lazmidy  za ró wn o w układz ie cis  j a k  i trans  [46].

Obecność  większośc i  p l azm id ów  R N A  nie ko re ­
luje z żadnymi  cechami  fenotypowymi .  Do 
wy ją tk ów na leżą  p l azmidy  M l  i M2,  wys tępujące  
o dpo wied nio  w szczepach  KI i K2 (ang. k iller  stra-  
ins) S a ccharom yces  cerevisiae.  W aru nkuj ą  one fe no­
typ umoż l iwia jący  n iszczenie  ko mó re k  drożdży  in­
nych szcz epów [49], Innym prz yk ła de m funkcji  p l a ­
z mi dów R N A  jest  z jawisko  hypowirulcnc ji .  Polega 
na os łabien iu  wi rulenc ji  sz czepów  pa tog ennyc h  z a ­
wiera jących  d aną  formę dsR NA.  Cząsteczki  tego 
typu, o st rukturze  l iniowej  i wielkości  ok. 12-14 tpz, 
zal iczane  są do rodz iny  w irus ów  H yp o v ira d a e  [50]. 
Brak białek ka p sy d o w y c h  oraz  fakt, że nic w ys tęp ują  
one p o z a k o m ó rk o w o  powoduje ,  że za l iczane  są r ó w ­
nież do p lazmidów.  Us talono,  że cząsteczki  te p os ia ­
dają st rukturę zb l iż oną  do potywirusów,  gdyż  ich 
O R F (1 lub 2) z lo ka l iz ow ane  są zawsze  na jedne j  nici 
R NA i odpo wiedz ia lne  są za syntezę  jednej czą s te cz ­
ki białka,  która nas tępnie  ulega  f ragmentacj i  na sze ­
reg ak tywnych białek.  Poznane  sekwencje  tych ORF 
wykaza ły  i stotną  h om ol og ię  do RNA  zależnej  poli- 
merazy  RNA (R D R P)  po ty w iru só w  [51],

Liczne  d s R N A  za o b se rw o w a n o  także u wie lu  g a ­
tunków glonów. Szczególnie  interesu jąca sytuacja 
ma mie jsce  u B ry o p s is , gdyż  gatunki  tej klasy zaw ie ­
rają ds RN A  za ró wno  w mi toc hon dr iach  jak  i ch l o ro­
plastach.  W obu tych organe l lach  w ys tę pu ją  cząs te ­
czek o różnej  d ługośc i  oraz sekwencji  nukleotydo-  
wej,  które tw or zą  ko mp lek sy  z b iałkami  tworząc 
s t ruktury w i r us opodobn e  [52, 5],

Cząs teczki  p la zm id ów  R NA występu ją  także u 
wiciu ga tunk ów  rośl in wyższych  [53, 54]. W  w i ę k ­
szości p rzyp ad kó w nic jes t  znana  ich lokal izacja sub- 
komórkowa.  Z całą p e w n o ś c ią  korekty w y m a g a j ą  in­
formacje,  o m i to chondr i a ln ym  poc ho dz en iu  wielu 
rośl innych p la z m id ó w  RNA,  gdyż m o g ą  być one 
dz iedz iczone  za ró wno  matecznie  jak i o jcow sko 
[55],

Je d y n y m  ga tunkiem,  co do którego  wszys tk ie 
dane w s k a z u j ą j c d n o z n a c z n i e  na mi t oc hondr ia ln ą  lo­
ka lizację p la z m id ó w  RNA,  jest kukur ydz a  [56], 
Cząs teczki  te by ły  o b ie k te m  w n ik l i w y c h  badań,  gdyż 
p odo bn ie  ja k  w pr z y p a d k u  d s R N A  P haseo lus  rulga-  
ris  [57], ich w y s t ępo w an ie  w y k a z y w a ło  korelac je  ze 
z j awisk iem cy top lazm aty czne j  męskie j  s terylności  
(CMS).  Z czte rech  g ł ów nych  typów cyt oplazmy k u ­
kurydzy  (C, T, S i N),  d s R N A  (LBN-1,  LBN-2)  w 
znaczących  i lościach w y s tę p u ją  tylko w typie L 
(podgrupa  typu  S), a s s RN A (S/RU RNAa,  S/RU 
RN Ab )  w typie S i RU (po dgr up a  typu N) [58], Z a ­
s tosowanie  czulszych  metod  identyf ikacj i  wykaza ło  
jednak ,  że cząs teczki  te w y s t ęp u ją  także w p o z o ­
stałych typach  cy toplazm,  lecz w znacznie  mn ie j ­
szych i lościach [59], P o m im o  że nie znana  jes t  pełna 
sekwenc ja  n u k leo t yd ow a  tych p lazmidów,  to p ode j ­
rzewa się, że we  wszys tk ic h  tych pr zypadkach  m a m y  
do czynien ia  z różnym i  formami  po cho dzącym i  od 
tej samej cząsteczki .  P la zmi dy  S /RU RN A a  i S/RU 
R N A b są b o w ie m  j c d n o n ic io w y m i  formami  d w u n i ­
c iowych p l a z m id ó w  LBN-1 i LBN-2.  Na tomias t  
cząsteczki  mnie j sze  są p raw d o p o d o b n ie  dc lccyjnymi  
formami  odp ow ie dn ic h  cząs teczek  dłuższych  [60], 
Należy  ponadto  zwróc ić  u w ag ę  na fakt, że w wielu 
ekspe ry m en ta ch  cząs teczki  j e d n o n ic io w e  w yk azują  
właśc iwośc i  cząs teczek  dwu n ic io wy ch,  co jest w y n i ­
k iem bogatej  s t ruktury dr ugorzędow ej ,  powstającej  
przez pa ro wani e  kom ple m e n ta rn y c h  f ragmentów 
nici RNA [9],

Ryż jes t  d rugim,  obok  kukurydzy,  ga tunkiem k tó­
rego p lazm idy  R N A  były ob iek tem wnik l iw ych  b a ­
dań. Zawie ra  on l iczne (ok. 100 kopii  na komórkę) ,  
cy top la zm a ty czn e  cząs teczki  d s R N A  charak te ry­
zujące się s to su nk owo duż ymi  rozmiarami .  L in iowy 
p lazmid  o wie lkośc i  13952 pz. zawiera  jedną  z 
na jd łuższych  spośród  znanych  u roślin,  O R F [54], 
Ob ejmu je  ona  n iemal  ca ł ą  cząs teczkę  (13716 pz) i 
koduje  e n zym y  zaa n g a żo w a n e  we w ła sną  ekspresję,  
czyli  R D R P  i hel ikazę.

IV. Ewolucja plazmidów eukariotycznych

Do chwil i  obecnej  z g ro m a d z o n o  obszerny  m at e ­
riał op iso wy  doty czący  p la zm idów  eukariotycznych .  
Pomim o,  że dane  te o d n o s z ą  się do s tosunk owo n ie ­
wielkiej  ilości ga tunków,  g łów nie  o znaczeniu  e k o ­
no mi czny m,  to p o z w a la j ą  one na wyciągnięc ie szere­
gu interesu jących  w n io s k ó w  do tyczących  ewolucji  
tego typu cząsteczek.

Anal iza  s t ruktury i sekwencj i  nuklcotydowej  
w ska zu je  na zw iąz ek  p la z m id ó w  D N A  o budowie  in-
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wer t ronów z ad enowiru sa m i  i bak te r iofagami ,  n i e ­
których m i t ochondr i a ln ych  p l azm id ó w  kolis tych z 
ret rowirusami ,  a p l a z m id ó w  d s R N A  z wi rusami  r o ­
śl innymi,  g łównie  po tywiru sami .  Po mi mo ,  że fakty 
te wskazuj ą  na  w i ruso w e poch odz eni e  p l azmidó w,  to 
teza ta nie jes t  p r z y jm o w a n a  bezkry tycznie .  Biorąc 
pod uw agę  to, że p oc ho dz en ie  w i rus ów  wciąż  nie jes t  
poznane ,  nic m o żn a  ca łkowic ie  wyk lu czyć  h ipotezy  
która przyjmuje ,  że prz yna jmnie j  n iek tóre p lazmid y  
są formami  pośredn imi  w t rakcie wyod rę bn ia n i a  się 
sekwencji  c h ro m o s o m a ln y c h  do postac i  n ie za l e ­
żnych  rep l ikonów,  a następnie  form o charak terze  
w i rusowym.  P rzypuszc za  się, że pr zyk ła de m  tego 
typu procesu m o g ą  być m i toc hondr i a lne  p lazmidy  
koliste roślin,  ze wzg lę du  na częste wys tę po w ani e  
sekwencji  hom olo g ic zny ch  z j ą d r o w y m  D N A  [9]. 
Ponadto podob ie ńs t w o st ruk turalne  n iek tórych  
cząsteczek,  np. p la z m id ó w  l in iow ych z a d e n o w ir u ­
sami i bak te riofagami ,  m oże  być  w yn ik ie m  k o n w e r ­
gencji  a nic wspól nego  poch odzeni a  [61]. Tezę  tą 
wsp iera ją  n iektóre dane  sekwency jne ,  ws kaz ują ce  na 
brak i stotnych hom olog i i  sekwencj i  p o m ię dz y  in- 
wer t ronami  p l a zm id ow ym i  a zna nym i  ad e n o w ir u s a ­
mi (Ryc. 3) [62], Z d e c y d o w a n a  większość  danych

czynnika  e l im inującego  tego typu d o d a tk o w y  m at e ­
riał gene tyczny .  Po drugie,  obecność  p la zm id ów  
może  mieć  związek  z i s tn ie jącym m e c h a n i z m e m  im­
portu k w a s ó w  nuk le in ow ych  z cy t op la zm y  do mito-  
chondr ium.  Ac zko lw ie k  m e c h a n iz m  ten j e s t  bardzo 
słabo poznany ,  j e g o  obecność  nie budzi  wątp l iwośc i  
ze w z g lę du  na fakt, że n iek tóre cząs teczki  tR NA 
m u sz ą  być imp or to wane  przez  m i to c h o n d r iu m  z 
jądra  k o m ó r k o w e g o  [65]. W  w yj ą tk o w y c h  p r z y p a d ­
kach m e c h a n iz m  ten mó g łb y  być w yk o rz y s t y w a n y  
przez n iek tóre  wi rusy  R N A  lub re t rowirusy ,  które tą 
d rogą  m og ły b y  w nik ać  do mi toch ond r iów.  Po trze­
cie, ob ecność  p la z m id ó w  w m i t o ch o n d r i ach  może  
mieć  z w ią zek  z p ro ka r io ty cznym  p o c h o d z e n ie m  tych 
organe ll i  [66]. Zakłada jąc  bowiem ,  że wie le  p l a z m i­
dów po ch odz i  od bakter iofagów,  organe l le  te s tano­
wić m o g ą  dla nich dogod ne  ś rodowisko ,  sprzyjające  
ich u t rzymaniu.

Kole jne  py tan ie  do tyczy  p o k re w ie ń s tw a  p o m ię ­
dzy p la zm ida mi  w ys tępu jącymi  w różny ch  prze ­
dz ia łach k o m ó r k o w y c h  [67]. Porównanie  sekwencj i  
nu kl co t ydow ych  różny ch  inwer t ronów w sk azuj e  na 
bl iższy stopień po kre w ie ńs t w a  po m ię dzy  b ak te r io fa ­
gami  a p l azm idam i  mi to cho ndr i a l nym i  rośl in  i grzy-

Wspólny 
przodek

Adenowirusy (Ad-2,-5,-7,-12
 Mitochondrialne plazmidy grzybowe

(pCLT5, pCLK '\,maranhar, kalilo, pAI2)

 Mitochondrialne plazmidy roślinne ( S 1, S2
 Bakteriofagi (PRD1, phi 29)
 Cytoplazmatyczne plazmidy liniowe

(pGKL-1,-2, pSKL)

wskazuje  je d n a k  na w i rus ow e  pocho dzen ie  p l a z m i ­
dów eukar io tycznych .  Po p ierwsze ,  s topień h o m o l o ­
gii sekwencji  nuklco tydowej  większośc i  p l azmi dów 
z ge n o m e m  ga tu nk ów  gospoda rza  i g a tunków  bl isko 
z nim spokr ewnio nyc h ,  j es t  s to su nko wo  o g ra n i czo ­
ny. Ponadto sekwencje  zawar te  w p la zm ida ch  tw or zą  
funkc jona lną  całość,  w pr zec iw ieńs t wie  do h o m o l o ­
gicznych,  obecnych  w c h rom osom ach,  które na ogól 
są wynik i em  integracj i  p la zm id u  na drodze  re k o m b i ­
nacji [63, 64] (Ryc.  2B).

Założenie  o w i r u s o w y m  poc h o d zen iu  p l azmid ów  
implikuje szereg d oda tk ow ych pytań.  Jedno z nich 
dotyczy lokalizacji  s u b ko m ór kow e j  p lazmidów. 
Z d ecy dow ana  większość  p la z m id ó w  została do tej 
pory z iden tyf iko wana  w mi tocho ndr ia ch .  Pon iew aż  
nic w ia dom o ja k a  jes t  tego przyczyna ,  można  w y ­
sunąć trzy, nic wykl ucza ją ce  się hipotezy.  Po p i e r w ­
sze, w mi toc hondr i ach  rośl in i g rz ybów  brak jes t

Ryc.  3. Dendrogram obrazujący pokrewieństwo  
występujące p om ięd zy  różnymi inwertro- 

nami, określone na podstawie  stopnia ho ­
m olog i i  sekwencji  g e n ó w  polimerazy  

D N A  i R N A  [68],

bów, aniżel i  k tóre jko lwiek  z tych grup z p la zm idam i  
cy top la zm a ty czn ym i  [68] (Ryc. 3). Fakt  ten św ia d ­
czy n i ewątp l iw ie  o dużej  z achow aw cz oś c i  su b k o ­
mó rkow ej  p l a z m id ó w  pos zczegó ln yc h  przedz ia łów  
kom ór ko wy ch.

In te resu jąca  jes t  również  kwes t ia  stabi lnośc i  p l a ­
zm id ó w  w obręb ie  danego  ga tunku.  By rozwiązać  
ten problem,  należy udziel ić odpowiedz i  na nas tę ­
pujące  pytania.  Na  j a k i m  e tapie f i logenezy  danego 
ga tunku dosz ło do je g o  zasied len ia  przez  wi rusy  z 
k tórych pow sta ły  p lazmidy ?  Jakie są m ec h a n iz m y  
ich dalszej  propagac j i?  Jak im przeks z ta łcen io m 
cząs teczki  tc pod lega ły  w proces ie  dalszej  ewoluc j i?  
Liczne dane,  do tyczące  w y s t ępo w an ia  p o s z c z e g ó l ­
nych p la zm id ó w  w obręb ie  danej  j e dno s tk i  sy s t e m a ­
tycznej ,  p ozw a la ją  s to su nk ow o  precyzyjn ie  o d p o ­
wiedz ieć  na p ie rwsze  z tych pytań.  Np. w p rzypadku 
n i ek tórych  p la zm idów  roś l innych,  takich j a k  p la z m i ­
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dy łubinu b ia łego [40], które w y s t ęp u ją  w mitochon-  
dr iach  wszys tk ich  od mi an  je d n e g o  ga tunku w obr ę ­
bie danego  rodzaju,  m o żn a  przyjąć ,  że zasied lenie 
przez  formy w iru sow e nastąpi ło  we  w cz e sn y m  etapie 
specjacji .

Je dna k  rozprzes t rzen ien ie  n iek tórych  p lazm idó w 
w obrębie  różnych  j e d n o s t e k  sys tematycznych ,  w 
ki lku przyp ad kach  jes t  większe,  niż by to wynik a ło  z 
za łożenia  o is tnieniu w sp ó ln eg o  przodka .  Jeden  z mi-  
toc hon dr ia lnych  p la zm id ó w  kol is tych o wielkości  
5,2 tpz zasiedla trzy różne  gatunki :  N eurospora  cras-  
sa, N .in term ed ia  i N .te trasperm e .  Badania  res t ryk­
cy jne  wykaza ły ,  że zm ie nn ość  wys tępuj ąca  w ob rę ­
bie tych p la zm idów  je s t  znacznie  mnie j sza  niż 
zm ienność  ob se rw o w a n a  p o m ię dzy  tymi ga tunkami  
[69], Z a o b s e rw o w a n o  także,  że p lazmid  kalilo  może  
zas iedlać  m i to chond r i a  przeds tawic iel i  dwóch r o ­
dza jów  —  N eurospora  i G elasinospora  [70], Po ­
prawna  interpre tacja takiej dyst rybucj i  p l azm id ów  w 
obrębie ga tu nk ów gr zyb ów  w y m a g a  uwz ględnien ia  
różnych  m e c h a n i z m ó w  rozprzes t rzen ian ia  tych 
cząsteczek.  W pow yż sz ych  przypadkach  m ożna  
założyć ,  że oprócz  t y po w ego dla mi to ch on dr iów p io ­
n ow ego  dz iedz iczenia  matecznego ,  dochodzi  r ó w ­
nież do przenoszenia  horyzon ta lne go  [71], M o ż l i ­
wość  taka została po tw ie rd zon a  w badaniach  labora­
toryjnych w k tórych  w y k aza no ,  że m oż l iw e  jes t  p r z e ­
n ies ienie p la zm id ów  z A sco b o lu s  im m ersus  do Podo-  
spora  a n se r in a , poprzez  kontak t  cy toplazm p rz e d ­
stawiciel i  obu ga tu nków [71].

Zas ięg  ho ryzonta lneg o  t ransferu p la zm id ów  e u ­
kar io tycznych może  być j e d n a k  znacznie  szerszy, 
aniżeli  w pozna ny ch  przykładach  międzygatu nko-  
w ych  krzyżów ek grzybów,  w obrębie  j e d n e g o  lub 
dwóch  rodza jów [72], Fakt,  że wie le  p l azmi dów  e g ­
zys tuje  w szczepach grz yb ów pa t oge nnych  lub sym-  
b iotycznych  w s tosunku do roślin,  zwraca  u w ag ę  na 
moż l iwość  horyzont a lnego  t ransferu tych cząs teczek 
także pom ięd zy  tymi pod kró le s twami .  Moż l iwoś ć  
taką  po tw ie rdza ją  wyniki  ana lizy  sekwencyjnej  
wskazujące  na wyższ y  s top ień pokr ew ie ńs tw a  p o ­
między  n iektórymi  p la zmi dam i  mi tochondr ia lnymi  
roślin i grzybów,  np. SI i kalilo ,  aniżel i  pom iędzy  
tymi  p lazmidami  a bakte r iofagami ,  od k tórych 
cząsteczki  te na jp raw dopod obnie j  w y w o d z ą  się [61] 
(Ryc .3).

Zakładając ,  że większość  p l a z m id ó w  pochodzi  od 
wi rusów,  należy  przy jąć  że j e d n y m  z pod s t aw ow yc h  
t rendów ewolu cy jny ch ,  k tórym cząsteczki  te p od le ­
gają po zas iedlen iu  g a tu nk ów  eukar io tycznych ,  j es t  
utrata sekwencji  zbędny ch  w wa ru nk ach  t rwałego 
egzys towania  na terenie komórek .  Dotyczy  to g ł ó w ­
nie sekwencji  kodującyc h  b iałka  kaps ydow c,  k t ó ­

rych brak jes t  u zd ecyd ow ane j  większości  p l azm i­
dów oraz innych ge nów  odpowi edz ia ln yc h  za zd ol ­
ność do infekcji .  O gran iczani e  wie lkości  cząs teczek  
DN A  lub R N A  s tanowi p ra w d o p o d o b n ie  i s totną  c e ­
chę a d ap ta cyj ną  p la z m id ó w  mi toc hondr ia lnych ,  dla 
których tem po  repl ikacj i  ma  zasadnicze  znaczenie 
dla u t r zym an ia  się w  tych organe llach.

Anal iza  po l im eraz  D N A  i R N A  kodowanych  
przez  p la zm id y  na suw a  k ilka in teresu jących s po ­
strzeżeń.  Z e w o lu cyj ne go  punktu  wid zenia  sz czegól ­
nie istotny jes t  fakt, że niek tóre p lazmidy  zas ie ­
d lające ga tunki euka r io tyczne ,  np. Maur iccv i l la  i 
Varkud,  ko d u ją  o d w r o t n ą  t ranskryptazę,  której a k ­
tywność  m o ż e  p ro wad zić  do p ows tawa ni a  e le m e n ­
tów rc t ro t r ans poz ono wych .  Proces  ten ma  istotne 
znaczenie  ew o lu cy jn e  dla gospodar za  p lazmidów,  
gdyż  ak tyw ność  odwrotne j  t ranskryp tazy  mo że  p r o ­
wadzić  do indukow an ia  i s totnych rcaranżacj i  w o b ­
rębie ich genomu.  Z e w o lu cyj ne go  punktu  widzenia  
c iekawy jes t  równie ż  prz yk ła d  po l imerazy  D N A  k o ­
dowanej  p rzez  p laz mi d  LaBelle .  Pon ieważ  białko to 
zawiera  bloki  sekwencji  h o m ol og ic zny ch  do RT-po- 
l imcrazy,  n iek tórzy  au torzy  uważa ją ,  że s tanowi  ona 
przykład  ewoluc j i  molekularne j  obrazującej  p rze j ś ­
cie ze „świa ta  R N A ” do „świa ta  D N A ” [38], Po ni e ­
waż  je d n a k  w yda rzeni e  to mia ło  mie jsce  co najmniej  
2 mi l ia rdy  lat t emu,  je s t  mało  p r a w d o p o d o b n e  by p l a ­
zmid  LaBel le  był  re l ik tem z tego okresu.

Innym in te re su ją cym z a ga dn ien i em  jes t  pod o b ie ­
ńs two pol im eraz  R N A  k o d o w a n y c h  przez n iektóre 
p lazmid y  l iniowe i bakte r iofag i  z po l imerazami  
R N A  zasad nic zego  g e n o m u  mi t ochon dr i a lncgo  [73], 
Pom im o,  że w chwil i  obecnej  nie wiadomo,  jaki  
związek  ew ol ucyj ny  ono odzwierc ied la ,  to z p e w n o ­
ścią fakt ten musi  zostać  u w z g lę dn io ny  w ro z w a ­
żaniach dotyczących  pocho dz en ia  mi tochondr iów.

Z asad n ic zy m  p r o b l e m e m  jak i  stoi przed  ba da c z a ­
mi za jm uj ącymi  się p la zm id am i  eukar io tycznymi  
jest  poznanie  funkcji  tych cząsteczek.  Problem ten w 
ka tegor iach ew o lu cy jn yc h  sprow adza  się do p o z n a ­
nia kry te r ium adapt acy jn eg o  które powoduje ,  że 
cząs teczki  te są s to su nk ow o s tabi lnym e lementem 
ge ne ty czny m  o rg a n iz m ó w  eukar io tycznych .  P o m i­
mo,  że do chwi li  obecnej  z ide nt y f ikow ano  wiele p l a ­
zmidów,  wys tę pu ją cych  u przeds tawic iel i  różnych 
gatunków, to poznane  i p r zeds tawi one  powyżej  
p rzykłady  dot yczące  ich funkcji  są s tosunkowo  n ie ­
liczne. I s tn ie ją  trzy zasadnicze  koncepc je  dotyczące  
tej kwesti i .

P ie rwsza  z nich zak łada ,  że p la zm id y  w z d e c y d o ­
wanej  większośc i  w y w i e r a j ą  zasadniczo  nega tywny 
w pł y w  na or ganiz m gospodarza .  Do najlepiej  p o z n a ­
nych pr zykł adó w  o d dz ia ły w ań  u jemnych na leży p r o ­
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ces starzenia in du k o w an y  lub inh ib ow any  przez  n ie ­
które p lazmidy  oraz os łab ien ie  wi ru lencj i  szczepów  
gospodarza .  W  tego typu przypadkach ,  n iek tórzy  a u ­
torzy uważa ją,  że cząs teczki  te są p rzyk ła de m  „ p a ­
sożytów m o le k u la rn y c h ” [10]. Także  w sytuacj i  gdy 
nie obse rwu je  się w yr aźneg o  zw ią zku  pom ięd zy  
o be cnośc i ą  p la zm id u  a c e c h ą  f e n o ty p o w ą  m ożna  
przyjąć,  że konie czność  u t rzyma nia  znaczne j  ilości 
kopii  p la zm id ów  ulega jąc ych  in tensywnej  t ran­
skrypcji ,  n iew ątp l iwie  obc i ąża  bilans en erge tyc zny  
gospodarza.

Koncepc ja  druga sugeruje,  że obe cność  z d e c y d o ­
wanej  większośc i  p la z m id ó w  jes t  oboję tna  dla o rg a ­
n izmu gospoda rza  i j a k  twierdzi  wie lu  autorów,  
cząs teczki te repr ezen tu ją  ty pow y  tzw. „sa m ol ubn y 
D N A ” (ang. selfish  DN A),  k tórego  ewoluc ja  uk ie ­
ru nkowana  jes t  w yłą cznie  na w łasne  prze t rwanie
[10], W tym znaczeniu ,  p la zm id y  w y k a z u j ą  ana logię  
do l icznych sekwencji  po wt ó rz on ych ,  obecnych  w 
ch ro m os om ach większośc i  E u ka ryo ta  [1], Z w o l e n ­
nicy tezy o neu t ra lny m s to sunku p l a z m id o w y c h  dla 
gospodarza ,  p o w o łu j ą  się na fakt, że obecność  w i ę k ­
szości  p la zm id ów  nic koreluje z żadn ym i  o b s e r w o ­
w anym i  cechami  gospodarza .  Fen o ty py  szc zepów  
grzybów zas ied lanych  przez  po szczeg ól ne  p la zm idy  
w n iczym nic różni  się od f eno typ ów  szczepów bl i ­
sko z nimi spokr ew nio nych ,  l ecz po zb aw io n y ch  tego 
typu cząsteczek.

Trzecia koncepc ja  sugeruje  na tom ias t  i stnienie 
pozyt ywne go  w p ły w u  p la z m id ó w  na  organizm g o ­
spodarza.  P o m im o że pozn ano  n iewie le  prz yk ła dó w 
tego typu funkcji ,  to tezę tą wspiera  ki lka i stotnych 
faktów. P ie r ws zym z nich jes t  ew ol ucyjn a  t rwałość  
p lazmidów,  p o m im o  wy s t ęp o w an ia  w postaci  n i e z a ­
leżnych repl ikonów.  M e c h a n iz m  selekcji  cząs teczek  
D NA podczas  po dz ia łó w mi tochondr iów,  oraz  se g re ­
gacji  tych organell i  podczas  pod z ia łów  k o m ó r k o ­
wych,  doprowadzić  powin ien  do szybkiego  us u n ię ­
cia n ieza leżnych  repl ikonów, nic pos i ada j ącyc h  ż a d ­
nej funkcji  adaptacyjnej .  Z jawi sk o  tego typu często 
obserwuje  się przy p róbach  t ransformacj i  organell i ,  
podczas  k tórych bardzo  ła two dochodzi  do usunięcia  
t ransgenów,  jeżeli nic są one nos ic ie lami  si lnego  
czynnika  se lekcyjnego  [74]. Ty m c z a se m  plazmid y  
są cząs teczkami  s t os un kow o  s tabi lnymi  w obrębie  
różnych jed nos t ek  sys tematycznyc h .  Kole jn ym ,  
is to tnym a r gu m ent em  na rzecz  pozytywnej  funkcji  
p la zm id ów jes t  fakt, że wię ksz ość  p l azm id ów  w y s t ę ­
puje w dz ik ich szczepach  grzybów, podczas  gdy 
szczepy laboratory jne ,  od lat u t r zym yw ane  w op ty ­
malnych  waru nkac h  wzros tu,  na ogól  nie pos ia da ją  
tego typu e le m en tó w  gene tycznych .  Fakt  ten

w y t łu ma czyć  m o ż n a  je dyn ie  bra k ie m presj i  se lek­
cyjnej w w aru nkach  hodow la nych ,  która prowadzi  
do e l iminacj i  zbytecznych  p lazmidó w.

V. Podsumowanie

1. O rga ni zm y  eukar io tyczne ,  obok  innych 
p o z a c h ro m o s o m a ln y ch  e le m ent ów  gene tycznych ,  
z awie ra ją  cząs teczki  D N A  i R N A  charak te ryzujące  
się cechami t ypow ym i  dla p lazmidów.

2. P lazm idy  eukar io tyc zne  w y s t ęp u ją  u w ie ­
lu ga tu nków  grzybów,  n iek tórych  ga tu nk ów  rośl in i 
bardzo  rzadko  u zwierząt .

3. Większość  p l a z m id ó w  eukar io tyczny ch  
z lok a l izow ana  jest w mi tocho ndr ia ch .  Niek tóre  typy 
p la zm id ów  obecne  są w cy to pla zm ie  i w bardzo  rz a d ­
kich pr zyp adkach  na teren ie  j ąd ra  k o m ó rk o w e g o  lub 
chloroplastów.

4. P l azmi dy  D N A  m a ją  b u d o w ę  l in iową lub
kolistą.  Większość  p la zm id ó w  l in iowych pos iada b u ­
d ow ę  ty p o w ą  dla inwer tronów. P lazmidy  koliste c h a ­
r ak te ryzują  się w ię k s z ą  zm ie n n o ś c ią  pod  w zg lę dem  
organizacj i  gene tyczne j .  P lazm idy  RNA  są g ru pą  
cząs teczek  w y k azuj ący ch  na jwięcej  cech wspólnych  
z wi rusami .

5. P lazmid y  w y s t ęp u ją  także w różnych  m o ­
dyf ikac jach ,  będących  n a s t ęps tw em  błędów za­
chodzących  podczas  repl ikacj i  lub wyn ik iem inte ­
gracji  z g e n o m e m  mi to chondr ia lny m.

6. Anal iza  sekwencji  i organizacj i  g e ne ty cz ­
nej wie lu p la z m id ó w  sugeruje,  że powsta ły  one  na 
skutek t rwałego  zas ied len ia  o r gani zm ów  e uk a r io ­
tycznych  przez wirusy.

7. P lazmidy u legały dalszej  ewoluc ji  po l e ­
gającej  na redukcj i  mater ia łu  gene tycznego ,  z b ę d n e ­
go w w aru n k ach  t rwa łego  egzy s towan ia  w k o m ó r ­
kach. Niek tór e  p la zm id y  ew o lu o w a ły  w k ie runku 
tw orzenia  form ep is om alnych ,  m obi lnych  lub t rwale  
z in teg ro wan yc h  z g e n o m e m  gospodarza.

8. Rozprzes t rzen i en i e  p la z m id ó w  uw arunko-  
wanc  jest  ich h i s tor ią ewo lucyjną ,  dz i edz iczeniem 
p i on ow ym  oraz  w n iek tórych  pr zyp adkach  z d o l n o ­
ścią do przenos zenia  horyzonta lnego .

9. Z w ią zek  p l azm id ó w  z fenotypem g o s p o d a ­
rza z id en ty f ikowano  tylko w ki lku przypadkach.  
Funk cja  większośc i  z nich,  pozos ta je  w da lszym 
ciągu nic wyjaśniona .
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Wykaz stosowanych skrótów: ABC —  domena przyłączania 
ATP, ATP —  adenozynotrifosforan, As(GS)3 —  komugat arsenu 
z glutationem, GR —  rcduktaza glutaredoksynowa, Grx —  glu- 
taredoksyna, GSH —  glutation, GSSG —  disiarczek glutationu, 
NADPU —  fosforan dinukleotydu nikotynamidoadeninowego, 
ORF —  otwarta ramka odczytu, ox —  forma utleniona, pz —  
pary zasad, red —  forma zredukowana, TR -  rcduktaza tiore- 
doksynowa, Trx —  tioredoksyna.

I. Wstęp

Związki  a rsenu  i po k re w n e g o  me ta lu  an tym onu  
były p ie rwszymi  c h e m io te r apeu ty ka m i  s toso wanymi  
w leczeniu chorób  zakaźnych  i pasożytn iczych .  Już 
prawic sto lat t emu n iemiecki  bak ter io log i l ekarz 
P a u l  E h r 1 i c h zas toso wa ł  sa lwarsan  w leczeniu 
kiły i śpiączki  a frykańskie j  [ 1 ]. W  1 908 roku P a u l  
E h r 1 i c h został  u h o n o r o w a n y  N a g r o d ą  Nob la  za 
syntezę tego a rseno or ga ni czn ego  zwi ązku  i s tw o rze ­
nie pods taw chemioterapi i .  Je dnocz eśn ie  E h r 1 i c h 
zaobse rwowa ł ,  że komórki  chorobo tw órc ze  szybko 
s tawały  się oporn e  na dz ia łan ie  salwarsanu.

'Dr, 2prof. dr hab.; l 2Zakład Genetyki, Instytut Mikrobiologii. 
Uniwersytet Wrocławski, ul. Przybyszewskiego 63/77, 51-148 
Wrocław
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Obecnie  chemiote rap ia  je s t  g łó w n ą  m e t o d ą  lecze­
nia chorób  zakaźnych ,  pa soży tn i czych  i n o w o t w o r o ­
wych.  Po wszechn ie  w ys tępuj ące  z jawis ko  opornośc i  
na s tosowane  terapeutyki  j es t  og r o m n y m  p rob le m em  
współczesne j  medycyny.  Aby  skutecznie walczyć  z 
tym z jawisk iem,  m u s im y  poznać  na jp i e rw  m o l e k u ­
larne m e c h a n iz m y  p r o w adz ące  do w ys tąp i en ia  o p o r ­
ności  na leki.

Związki  a rsenu  i an ty m onu są dzisiaj  p o d s t a w o ­
wymi składnikami  leków s to so wa ny ch  w leczeniu 
śpiączki  a f rykańskiej  i l e i szmanioz  [2, 3]. Z drugiej 
s t rony oporność  na związki  a rsenu i a n ty m o n u  c h a ­
rakteryzuje równ ież  komórki  n o w o tw o ro w e  n i e ­
wraż l iwe  na leki cy tos ta tyczne  [4, 5], W  związku  z 
p o w y ż s z y m  zrozumi en ie  m ol ekula rnych  m e c h a n i ­
zm ó w  opornośc i  k om ór ek  na związki  a rsenu i an ty ­
monu jes t  n iezbędne  do op ra cow ani a  n o w yc h metod  
te rapeutycznych .

II. Właściwości chemiczne związków arsenu

Arsen jes t  p ie rw ias tk i em  piątej g rupy  głównej 
układu ok re so w ego  i ma  charak te r  półmeta l iczny.  
Arsen tworzy  związki  chemi czne  w s topniu u t len ie ­
nia -3, +3 i +5. W przyrodz ie  w y s t ęp u ją  dwa p o d s ta ­
wo we  tlenki  arsenu:  A s 20 3 i A s 20 5. Trój t lenek  a rse ­
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nu, zw an y  też a rszenik iem,  jes t  si lnie t ru jący i był 
s to so wan y  do ce ló w  skry tobó jczych  ju ż  w s ta rożyt ­
ności .  A r sz eni k  s łabo rozpusz cz a  się w wodzie ,  
tworząc przy  ty m jo n y  kwasu  o/Yo-arsenawego 
(H 3ASO3) i m e /a -a rs e n aw e g o  ( H A s 0 2). Przy neu t ra l ­
nym pH kwas  a r se naw y wys tępuj e  g łównie w formie 
nic z jon izowa ne j  A s ( O H ) 3  [6 ], Kwas  a r senawy t w o ­
rzy sole j e d n o z a s a d o w e ,  d w u z a s a d o w c  i t rójzasado- 
we. Pr zyk ła de m  m oże  być  m e ta -arsenin sodow y 
(NaAsCP)  u ż y w a n y  jako  ś rodek owado-  i c h w a s to ­
bójczy.  P ię c io t le nek  a rsenu  ba rdzo  ła two rozpuszcza  
się w wodzie .  W  neu t r a l nym  pH w ys tępu ją  w równej 
i lości j o n y  H A s 0 42' i  H 2A s 0 4‘ kw asu  o/Yo-arsenowe- 
go ( H 3A s 0 4). Sole kwasu  0 /70-arscnowego znalaz ły 
zas t osow an ie  j a k o  środki  ow ado bó jc ze  i herb icydy  

[7].
Organiczne  związki  a rsenu  m o g ą  mieć  bu do w ę  

ła ń c u c h o w ą  lub p ie rśc ien iową,  p rzy  czym arsen 
w c h odzący  w skład zwi ązku  m oże  być trój- lub pię- 
c iowar tościowy.  Arsen  p i ęc io wa r to śc io wy może  
tworzyć  kwas  feny lo a rs eno w y  i d i fenyloarsenowy,  a 
t ró jw ar to śc iow y ar senobenzen .  Poc hod ne  arseno-  
benzenu  i kw asu  fe nyl oa rs eno w ego  zna laz ły  za s t o­
sowanie  w leczeniu  chorób  inw azyjnych  s p o w o d o ­
wanych  przez  krętki ,  t r yp anoso m y  i pełzaki .  Arnino-  
hy d ro k s y p o c h o d n ą  a rse no be nz en u  jest w sp o m n ia n y  
ju ż  wcześnie j  salwarsan.

III. Właściwości biologiczne soli arsenu

Toksyczność  a rsenu je s t  w duży m s topniu za leżna  
od s topnia  j e g o  ut lenienia .  Arsen in  sodow y jes t  od 
1 0  do 1 0 0  r azy bardz ie j  toks yczny  niż arsenian s o d o ­
wy [ 8 ]. Toks yczność  a rsen inu  jes t  sp ow odow ana  
jego  zdoln ośc ią  do reagowan ia  z grupami t iolowymi 
w b ia łkach [9], Ponadto  a rsenian jes t  toksycznym 
ana logiem fosforanu  i konkuru je  z Pi podczas  ak ty w ­
nego  t ranspor tu przez  błony  k o m ó rk o w e  do wnęt rza  
komórki  [ 1 0 ] oraz w reakc jach  fosforylacj i ,  tworząc  
niestabi lne  a r se nowe  p o c hodn e  [ 1 1  j.

Związki  a rsenu  są  także czynnikami  stresu k o m ó r ­
kowego 1 i n d u k u ją  syntezę  b ia łek s t resowych,  p o ­
dobnie  jak  to m a  mie jsce w pr zyp adku  szoku ter ­
micznego  [12, 13], Arsen in,  po dob nie  jak  szok te r ­
miczny,  ak tywu je  w ludzkich kom órkach  n o w o t w o ­
rowych ekspres ję  genu  A/D/?/ ,  kod ującego  P-gliko- 
pro te inę w a r u n k u ją c ą  w i e lo le k o w ą  oporność  na c y ­
tostatyki  [14], Najs i lnie j  h a m o w a n y m  en zy m em  
przez a rsenin w ko m órc e  jes t  de hyd rogenaza  piro- 
g ronianowa [15], Arsen  znacznie  zw iększa  sw ą  to k ­
syczność w ko m ó rce  przez  w yt warzanie  zw ią zk ó w  z 
reak tywnym t lenem [16]. Arsen in  praw do podobn ie  
generu je  po w st aw an ie  nad t lenku  w od or u  przez ak ty ­

w ację  od po w ie d n ic h  oksy daz  f lawinowych.  Arsenin 
hamuj e  także  reduk tazę  g lu t a t i on ow ą  i obniża  znacz ­
nie p o z io m  glu ta t ionu  w ko m ó rce  [17],

Związki  a rsenu są ka rc in ogen ne  dla człowieka ,  
zabu rza j ą  cykl  k o m ó r k o w y  oraz indukują  cytogene-  
tyczne  zm iany  w wiciu  sys temach  komó rkowych.  
Karc in ogenne  właśc iwośc i  a rsenu t ró jw ar to śc i owe­
go w y n ik a ją  z j e g o  zdolnośc i  do indukcji  ekspresj i  
genó w  c-fos  i c-jun,  k o du ją cyc h  czynnik i  s ty m u­
lujące prol i fe rac ję  k o m ó re k  [18]. Związki  a rsenu  p o ­
w o d u ją  ampl i f i kac j ę  gen ó w  [19], p ow sta wa n ie  p ę k ­
nięć i z łamań  w ch ro m a ty d ach  [20], w y m ia n ę  chro- 
matyd  s iost rzanych  [21], cndorcdupl ika c j ę  c h r o m o ­
s o m ó w  [22], aber racje  c h r o m o s o m o w e  [23],

IV. Zjawisko oporności organizmów na sole 
arsenu

IV -L O p e r o n  ars

K o n s e k w e n c ją  p o w s z e c h n e g o  użycia zw iąz ków  
arsenu  w postac i  he rb ic ydów  i ś rodków o w a d o b ó j ­
czych  oraz w zras ta jącego  pr ze m y s ło w eg o  zan ie ­
czys zczenia  ś rodowiska ,  była  uw aru n k o w an a  pla- 
z m id ow o opornoś ć  na  toksy czne  an iony  a rsen ianowe 
i a r sen inowe,  z a o b s e r w o w a n a  u wie lu  ga tunków  b a k ­
terii g r am -doda tn i ch  i g ra m -u jc m ny ch  [24], 
N o v i c k  i R o t h  [25] po raz p ie rwszy  w y iz o lo w a ­
li z g ra m- dodatn ic j  bakteri i  S ta phy lococcus  aureus  
p la zm id  pI258,  który w a ru n k o w a ł  oporność  na w y ­
sokie s tężenia soli ar senu.  Pod ob ne  właściwośc i  w y ­
kazywał  p la zm id  R773 po ch o d z ą c y  z E scherich ia  
coli  [26]. U d o w odn io no ,  że opo rność  na sole a rsenu 
zależy  od ak ty w n eg o  t ranspor tu  jo n ó w  arsenu  na 
zewnąt rz  kom órki  bakte ry jne j  [27, 28]. Anal iza  g e ­
ne tyczna  i m o le ku la rna  p la z m i d ó w  opornośc i  na sole 
a rsenu wykaza ła ,  że j e d n a  grupa  genów nazwana  
ope ron em  ars, o dpow ie dz ia ln a  jes t  za wys tąp ien ie  
z jawiska  opornośc i .

Opcron  ars  z lo ka l iz ow any  na p lazmidz ie  R773 
[29] składa się z pięciu g e n ó w  arsR, a r sD , ars A, arsB  
i a rsC  (Ryc. 1A). Ki lka  lat t emu z identyf ikowano 
operon  ars  na c h r o m o s o m ie  E scherich ia  coli  [30], 
C h r o m o s o m o w a  kopia  o pe ron u  ars  zawiera tylko 
trzy geny: arsR , arsB  i a r s C , warunku jące  oporność  
na niskie s tężenia  soli a r senu [31]. Wyiz olo wano  i 

Nokrcślono sekwencję  n u k l c o ty d o w ą  p la zm id ów  
pI258  ze S ta p h y lo co ccu s  aureus  [32] i pS X 2 6 7  ze 
S ta p h y lo co ccu s  x y lo su s  [33]. Okaza ło  się, że operon 
ars  zawiera  również  tylko trzy geny: arsR, arsB  i 
a rsC  (Ryc. 1B). Ponadto  ope rony  ars  z id en ty f ikow a­
no na ch ro m o so m ie  u B acil lu s  sub til is  [34, 35] oraz 
na p laz midz ie  w i r u l cn t nym  p Y V  izo lo wa nym  z pato-
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gc nnych  bakteri i  rodza ju  Yersin ia  [36]. Operon  ars  
w arunku je  oporność  nie tylko na sole a rsenu pięcio-  
wa r to śc i ow ego i t r ó jwar to śc iow ego,  ale także na 
sole an tymonu [24],

Naj lepiej  p o z n a n y m  pod w zgl ęde m  m o le k u la r ­
nym jes t  operon  ars  z l oka l i zow any  na p lazmidz ie  
opornośc i  R773 [29], Sk łada  się on z p ięc iu  ge nów  
ułożonych  w nas tępujące j  kole jnośc i:  arsR, a r s D , 
arsA , arsB  i a rsC  (Ryc.  1). Ekspres ja  operonu  ars

Oporność  na sole a rsenu i an ty m o n u  k od ow ana  
p l azmid ow o  w kom ór ka ch  E scherich ia  co l i  j e s t  u w a ­
runkow ana  i stnieniem ATP-za leżncj  p o m p y  a n io n o ­
wej,  usuwające j  toksyczne  meta le  na z ew ną t r z  k o ­
mórki (Rye. 2A). Po mp a  ta zb u d o w an a  jes t  z dwóch 
podjednos tek  kod o w a n y c h  przez  geny ars A  i arsB  z 
operonu  ars (R yc . l ) .

Białko ArsA z łożone jes t  z dw óch h o m o l o g i c z ­
nych części:  N-końco we j  A l  i C -końco we j  A2 [29],

arsR arsD arsA arsB arsC

Regulacja Podjednostka ATPa/.owa Podjednostka membranowa Reduktaza

B arsR arsB arsC

j es t  regulowana  przez  sole metal i  c iężkich:  arsenu,  
an tym onu i b izmu tu  [24, 37], Region operonu  n ie ­
zbędny do je g o  regulac j i  obe jm uje  po j e d y n c z ą  se ­
kwencję  p r o m o to r o w ą  oraz dwa geny  regul a torowe 
arsR  i arsD  [33, 38, 39]. Gen  arsR  koduje  b iałko  r e ­
presora,  które przy łącza  się ja k o  h o m o d i m e r  do o p e ­
ratora w pozyc ji  -35 przed p ro m o to re m  ars  i w ten 
sposób  un iem oż l iw ia  t r ansk rypc ję  ope ronu  ars  [40]. 
Arsenin ia n t y m o n i n  p o w o d u j ą  od łączanie  się b ia łka  
represora  od opera tora ,  a p rzez  to p o w o d u j ą  indukcję 
ekspresj i  operonu  ars  [38],

W  operonie  ars  drugi  w kolejnośc i  gen arsD  k o d u ­
je również  b iałko re p re so ro w e  [39], ArsD przy łącza  
się do tego samego operatora ,  co bia łko ArsR,  ale z 
dwukro tn ie  m n ie j s zą  si łą [41]. Ar sD  odłącza się od 
operatora,  podobnie  j a k  ArsR,  pod w p ł y w e m  arseni-  
nu, win ianu  a n ty m o n y lo -p o ta so w e g o  i t l enku fenylo- 
a r synow ego [41]. Do odłączenia  ArsR od operatora  
wys ta rcza  stężenie 10 p M  arseninu,  podczas  gdy  w 
przypadku ArsD po t r zebne  je s t  aż 100 p M  arsen inu 
[41]. Wynika  z tego,  że ArsR charak te ryzuje  się 
znacznie  s ilniej szym p o w i n o w a c t w e m  do indukto-  
rów niż białko ArsD.  Na  po ds t aw ie  po w y ższy ch  d a ­
nych s fo rm uło wa no  sz czeg ó ło w y  model  regulacj i  
operonu  ars. Tak więc ArsR kontroluje  ekspres ję  g e ­
nów s truk tura lnych  oper onu  ars  na poz iom ic  p o d s t a ­
w o w y m  tj. przy n isk ich  s tężeniach  arsenu,  a ArsD 
kontroluje m a k s y m a ln y  po z io m ekspres j i  p rzy w y s o ­
kich s tężeniach tok syc znych  metal i  [41].

306

Ryc. 1. Organizacja operonu ars  z lokali­
zow an ego  na plazm idzie  R773 z 

E sch erich ia  co li  (A )  i p lazm i­
dzie p1258 z S ta p h ylo co cc u s  au ­

reus (B). Strzałkami zaznaczono  

kierunek transkrypcji operonu.

Każda  z nich zawiera  k o n s e r w a ty w n ą  sekw enc ję  
wiązania  ATP [42], n a z w a n ą  od po w ie dn io  mie j scem 
Al  i A2. Oczyszc zone  b ia łko ArsA w y k azu je  in vitro 
ak tywność  A T Pa zow ą  in d u k o w a n ą  a rsen inem  i an- 
tym on in em [43 |. Anal iza mutacj i  w obręb ie  miejsc  
Al  i A2 wykaza ła ,  że obie sekwencje  w iązania  ATP 
są n iezbędne  dla katal i tycznej  ak tywnośc i  ArsA i 
wystąpienia  z jawiska  opornośc i  na sole a rsenu  [44], 
Przy braku subst ra tu  ArsA wys tępuje  g łównie  ja k o  
monomer ,  ale w obecności  a rsen inu  lub a n ty m on inu  
białko ulega d imcryzacj i  [45]. A k ty w no ść  ATPazo- 
wa ArsA jest  również  a k ty w o w a n a  przez tc same  sole 
metal i  ciężkich [43],

Drugą  podjedno s tk ę  ATPazy Ars s tanowi  b iałko 
ArsB z loka l izowane  w b łonie ko mórk owe j  [47] i p o ­
s iadające 12 re g io nów t ransb łonowych [46]. ArsB 
tworzy  w błonic komór kowe j  kanał  dla o k s oan io nów  
arsenu i an tymonu,  a także jest mi e j sce m p rzy ł ącze ­
nia do błony  h om od im eru  podjednostk i  katal i tyczne j 
ArsA (Ryc. 2A) [48], Badania  in vivo  i in vitro  w y k a ­
zały, że komp leks  A rs A-A rsB  funkcjonuje  ja k o  o bl i ­
gatoryjna  pom pa  za leżna  od ATP [49], Komórki  p o ­
siadające funkc jona lne  geny  ars A i arsB  w y m ag a ły  
do usuwania  j o n ó w  arsenu tylko energii  chemiczne j  
uzyskiwanej  z hydro l izy  ATP [27, 50], Sama energia 
e lek t rochemiczna  była n ie wys ta rcza jąca  dla tego 
procesu.

M echa n iz m  opornośc i  na związki  a rsenu,  w a r u n ­
kowany przez  p ię c iogc now y (arsR, a r sD , arsA,
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ars 13, arsC )  opcron a r s , m oże  być po ró w na ny  do me-  aureus  r edukuje  a rsen ian  w obecnośc i  t io redoksyny
chan izm u,  z d e te rm in o w a n eg o  przez opcron  trójgc-  (Trx),  rcduktazy  t io redok syn owej  (TR)  i N A D P H
nowy (a rsR , arsB, arsC).  C h r o m o s o m o w a  kopia (Ryc.  2B)  [55], N a to m ia s t  Ar sC k odow ane  przez pla-

opcronu  ars  u E scherich ia  coli  oraz opcron  ars  z n a ­
leziony na p l azm ida ch  bakteri i  g ram-d odatn ic h  nie 
pos ia da ją  genu  arsA,  a m im o  to um oż l i w ia ją  u s u w a ­
nie z komórki  j o n ó w  arsenu i an tymonu.  B r o e r  i 
wsp.  [51] wykaza l i  usuwa n ie  j o n ó w  arsenu za leżne 
tylko od energi i  e l ek t rochemiczne j  w komór kach  
S taphy lococcus  a u re u s , zawie ra jących  na p l a z m i­
dzie opcron  ars. Podobn e  z j awisko  za o b se rw o w an o  
w ko mórkach  E scherich ia  c o l i , w  k tórych  ulega ł  eks ­
presji tylko gen arsB,  a gen arsA  był n ieobecny  [52], 
Powyższe  dane  pozwol i ły  ustalić,  że przy braku p o d ­
jednostki  ArsA,  bia łko ArsB ka ta l izu je  t ranspor t  ar- 
seninu z uż yc ie m  energi i  po tenc ja łu  b ło nowego,  
p r aw dopodo bn ie  jak o  e l ek t ro fore tyczny  unipor te r  
(Rye.  2B).

Dane  gene tyczne  sugerowały,  że oporność  na a r­
senian zależy tylko od prod ukt u  genu  a rsC  [29, 50], 
Bia łko to zostało w yi z o lo w a n e  i oczyszc zone  s t o sun ­
kowo szybko,  ale je g o  funkc ja długo  pozos ta wa ła  
n ieznana [53], Dopiero  późnie j u d ow od n io no ,  że gen 
a rsC  koduje reduktaz ę  a r s e n ia n o w ą  ka ta l izującą re ­
dukcją  a rsenianu  do a rsen inu  [54], Badania  in vitro 
wykaza ły,  że oczy sz czone  ArsC ze S taphy lococcus

Ryc. 2. M echan izm  oporności na sole  arsenu w  komórkach  

bakterii E sch erich ia  co li zawierających pięc ioge-  

n o w y  operon ars  na p lazmidzie  R 7 7 3 (A )  i Staph y­
lo co ccu s  aureus  zawierających trójgenowy o p c ­
ron ars  na plazm idzie  pI258 (B).

zmid R773 z E scher ich ia  coli  wy ka zuj e  ak tywność  
redu k ta zow ą  za le ż n ą  od G S H  [56], Redukcja a rse­
nianu do a rsen inu in vitro  w y m a g a  oprócz  białka 
ArsC także obecnośc i  z re du kow ane j  g lu ta redoksyny 
[Grx(rcd)] ,  rcduktazy  g lu ta t ionowej  (GR)  i N A D P H  
(Rye.  2A)  [57], N ie zbędn oś ć  G SH  i g lu ta redoksyny 
dla ak tywnośc i  katal i tycznej  ArsC może  wsk azyw ać  
na udział  grup t io lowych w proces ie  redukcj i  a r s e ­
nianu . Bia łko ArsC k o d o w a n e  przez  p lazmid  R773 
zawiera  dwie reszty cys te ino we C 12 i C l 06 [29], 
Mut age ne za  u k ie r u n k o w a n a  pokazała ,  że C l 06 nic 
jes t  n iezbędna  dla ak tyw nośc i  reduktazowej ,  p o d ­
czas gdy  zmia na  C12 w inny am in okw as  powoduje  
utratę ak tywnośc i  reduktazowej  i spa dek  opornośc i  
na a rsenian [58], Na  po ds ta wie  pow yższ ych  w y n i ­
ków za p ro p o n o w a n o  z łożony z co najmniej  czterech 
e tapów nas tępujący  m e c h a n iz m  redukcj i  a rsen ianu 
[57], Jako p ie rw szy  po w s ta je  komp lek s  enzym-sub-  
strat poprzez  a rsenylac ję  C l 2. Nas tępnie  kompleks  
ten reaguje  ze z r e d u k o w a n ą  fo rm ą  g luta redoksyny,  
czemu tow arzyszy  t ransfer  e lek t r onó w i redukcja  a r­
senianu do a rseninu.  Powsta ły  arsenin odłącza się z 
komp leksu ,  a z r e d u k o w a n a  g lu ta r edoks yna  jes t  o d ­
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twarzana  dzięki  t ransferowi e lek t ronu z GSH,  który z 
kolei j es t  red u k o w an y  przez reduktazę  g lu ta t io nową  
z użyc iem N A D P H  (Ryc.  2A).

IV-2. M echanizm oporności drożdży Saccharomyces 
cerevisiae na sole arsenu

Drożdże  Sa cch a ro m yces  cerevis iae  są w wie lu  b a ­
daniach w y k o rzy s ty w an e  ja k o  m o d e lo w y  organizm 
eukario tyczny  [59, 60], d la tego  poznanie  m e c h a n i ­
zm ó w  opornośc i  komó rk i  d rożdżowej  na sole a rsenu 
mo głoby  u ła twić wyjaśn ie n ie  tego z j awiska  i zna le ­
zienie podobny ch  ge n ó w  opornośc i  u innych  euka-  
riontów, w tym u c h o r obot w órc zych  p ie rw ot n ia ków  i 
ludzkich kom órek  n o w ot w orow yc h .

Jeszcze  do n ie dawna  m e c h a n iz m y  opornośc i  d r o ­
żdży p iekarn iczych  na sole a rsenu były prawic  n ie ­
znane.  Po p ie rwsze  w yk azano ,  że mutac je  w genach  
P H 0 8 4 , -  86  i -87,  kod ujących  b ia łka  b ł onow e w a ­
runkujące pobieran ie  fos foranu n ieorganicznego ,  
p o w odu ją  fenotyp oporności  kom ór ek  na a rsenian 
[61, 62], W  tym pr zypadk u  oporność  jest w y n ik ie m

A C R 2  i A C R 3  (Ryc.  3) [63], W p r o w a d z e n ie  do k o ­
mórek  drożdży  wie loko pi jne go  p la zm id u  zaw ie ­
rającego gen A C R 3  po w o d o w a ło  prawie  5-krotny 
wzros t  opornośc i  na arsenin.  Na to m ia s t  nie zaobse r ­
w o w a n o  żadnych  z m ia n  w oporności  k o m ó r e k  na a r ­
senian. Dopiero  obecność  obu  gen ó w  A C R 2  i AC R 3  
na je d n y m  plaz midz ie  w ie lokopi jn ym  pozwol i ła  
uzyskać wysoki  po z iom oporności  ko m ó rek  zarówno 
na arsenin,  j a k  i na arsenian.  Anal iza  k o m p u te ro w a  
sekwencji  a m in okw as ow e j  p rodu ktu  genu  A C R 3  w y ­
kazała,  że ma on charak te r  si lnie hy d ro fo bow y,  p o ­
siada od 8 do 10 potenc ja lnych  reg i onó w t ransbłono-  
wych  i p r a w dopo do bn ie  z loka l iz owa ny jes t  w błonie 
komórkowej .  Bia łk owy produkt  gc nu H C A S w y k a z u ­
je  duże  po dob ie ńs tw o do p ięc iu pro ka r io tycznych  
białek,  w tym do ArsB odp ow ie dz ia ln ego  za o p o r ­
ność k om órek  B acil lu s  sub til is  na sole arsenu.  Białka 
te twor zą  n o w ą  rodz inę  Acr3p.  Delec ja  genu A C R 3  
była p r zyc zyn ą  5-kro tnego  wzros tu  wraż l iwośc i  ko ­
mórek  drożdży  na a rsenin so dow y i 10-krotnego  na 
a rsenian  sod ow y [64], Kom órk i  zawiera jące  wiele 
kopii  genu  A C R 3 ,  char ak te ryzow ały  się wys ok im  po-

Transkr ypc ja

ACRl ACR2 ACR3
- ...................... - ............ ^ ------------------------- — ^

____________________ A c r lp
As(III)
As( V )
Sb(lII)

zablokow ania  drogi  wn ik an ia  ok so ani onów  do w n ę ­
trza komórki .  Op ró cz  p o w yż szyc h  nie było żadnych  
innych donies ień o is tnieniu specyf icznego  dla soli 
ar senu m echa ni zm u  opornośc i  u drożdży  Sa cch a ro ­
myces cerev is iae .

W Zakładzie  Genetyki  Insty tutu Mikrobio logi i  
Uniwersy te tu  Wroc ła wsk ie go  kilka lat t emu podjęto 
próbę  izolacji  i identyf ikacj i  gen ów  waru nk u ją cyc h  
oporność drożdży  na sole arsenu.  Z banku  genów  
drożdżowych w yi z o lo w a n o  dwa f ragmen ty  D N A  o 
długości  4200  i 5500  pz, które w wiciu kopiach  n a d a ­
wały fenotyp bardzo wy so ki ego  p oz io m u opornośc i  
d rożdży Saccharom yces  cerevis iae  na a rsenin s o d o ­
wy [63], Dzięki  ana lizie sekwencj i  nuklco tydowej  
wyizo low anych  f ra gm en tó w s twierdzono,  że z a w ie ­
rają one trzy sprzężone  ze sobą  o twarte ramki  o d c z y ­
tu (YPR199c ,  Y P R 2 0 0 c  i Y P R 2 0 1 w )  o nieznane j 
funkcji .  Z lo ka l iz owano je na końcu  p ra w e g o  r a m ie ­
nia c hr om os om u  XVI . W yiz o lo w ane  O R F y  nazw ano 
kolejno AC R 1  (A rse n ic a l  C om pounds  Res is tance) ,

Ryc. 3. Regulacja  ekspresji g e n ó w  A C R 2  i A C R 3.

z io m em  opornośc i  na sole a rsenu i nic akum ulo wały  
rad ioak tyw nego  or /o- ar sen inu  ^’A s C h [64], U s u w a ­
nie arseninu z ko m ó rek  mutan ta  a c r 3 ::URA3  było 
całkowic ie  za ham ow ane ;  na tomias t  komórki  z dz iką  
kopi ą  genu  A C R 3  w y k a z y w a ły  wy p ły w  izotopu a r se­
nu. Uzyskane  wynik i  j ed n o zn aczn ie  wskazują ,  że 
białko Acr3 t ransportuje  j o n y  a rsenu  na zewnąt rz  k o ­
mórki ,  co zapewnia  u t rzymanie  n ie toksycznego  s tę ­
żenia a rsenu w cytoplazmie.

Sys tem usuwania  o k s oa ni on ów  arsenu  z komórki  
przy po m o cy  t ranspor te ra Acr3p  może  być w s p o m a ­
gany przez inne białka,  np. związane  ze z jawiskiem 
wielorakiej  oporności  na inhibitory,  t ranspor tujące 
wolne  an iony a rsenu  lub sk on iu go w ane  z glutat io- 
nem na zewnąt rz  komórki  lub do organel l i  k o m ó r k o ­
wych,  t akich jak  wakuola .  N ie d a w n o  wykazano ,  że 
pęcherzyki  wakuolarne ,  w y iz o lo w ane  z komórek  
drożdżowych typu dz ik iego  lub muta n tów 
acr3::U R A 3,  a k um ul ow a ły  koniuga ty  7'A s (G S )3, a 
t ransport  ten był za leżny  od ATP [65]. Jednak  nie za ­
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ob s e r w o w a n o  t ranspor tu  A s ( G S ) 3 do pęche rzyków  
w aku o la rn y c h  p re p a ro w a n y ch  z komórek ,  w k tórych  
zn isz czono gen Y C F l  [65], Gen ten koduje  waku-  
o la rną  p o m p ę  S - ko ni ug a tó w  g lu ta t ionu  i wa runkuje  
oporność  k o m ó re k  d ro ż d ż o w y c h  na kadm  [66J. M u ­
tanty y c f l  w y k a z y w a ły  wraż l iwoś ć  nie tylko na 
kadm,  ale także na arsenin,  a r sen ian  i win ian  anty- 
m o n y lo -p o ta s o w y  [65], Z a te m  toksyczne  oksoanio-  
ny a r se n in o w e  us uw ane  są z cy top lazm y komórki  
d rożdżowe j  co najmnie j  d w ie m a  drogami :  j a k o  S-ko- 
n iuga ty  g lu ta t ionu  do wakuol i  za poś re dn ic tw em  
ATP-za leżne j  p o m p y  Y c f l p  oraz na zewnąt rz  k o ­
mórki  p rzy  udz ia le  t ranspor te ra Acr3p.

N ad ck sp re s j a  genu A C R 3  p o w o d o w a ła  fenotyp 
opornośc i  tylko na w yso kie  s tężenia soli a rsenu  t rój ­
war toś c io wego .  Dop iero  ampl i f ikac ja  genu A C R 3  
łącznie z g e n e m  A C R 2  pozw ala ła  uzyskać  k o m ó r ­
kom oporność  rów nie ż  na a rsenian [63], N a  po d s t a ­
wie p o w y ż s z y c h  w y n ik ó w  wysunię to  ro bo czą  h i po­
tezę,  że gen A C R 2  koduje  reduktazę  a rsenianową,  
która w a run ku je  p r zem ia nę  a rsenu p ięc iowar tośc io-  
wego w formę t ró jwar tośc iową,  u s u w a n ą  z komórki  
p rzez b ia łko  Acr3p  [63]. Ge n  A C R 2  zos tał  poddany 
anal izie funkcjona lne j  i okaza ło się, że komórki  
szczepu  mu ta n ta  ze z n is zczon ą  kopi ą  genu A C R 2  
cha ra k t e ryz ow a ły  się tylko  zw ię k sz o n ą  w r a ż l i w o ­
śc ią  na a rsen ian  w po ró w n a n iu  do ko mó re k  typu dz i ­
kiego [67], Bia łko  Acr2p  zostało oczyszczone  oraz 
zmi erzono  j e g o  ak tyw ność  r e d u k ta z o w ą  [67], Samo 
białko  Acr2p r e du kow a ło  n iewie lk ie  ilości arsenia-  
nu. Dopiero  po łączenie  cy toso lu  ko móre k  drożdży  i 
oczy sz czoneg o bia łka Acr2p  s p o w od ow a ło  po ja w ie ­
nie się wysokie j  ak tywnoś c i  reduktazowej .  Redukcja  
a rsenianu przez Acr2p  nie by ła  zw iększona  przez d o ­
danie takich red uk ta n tó w ja k  N A D P H  i GSH. Tak 
więc zgodnie  z h ipo tezą  Acr2p  jes t  r ed uk tazą  a rse­
n ianową,  ale do swej ak tywnoś c i  w y m a g a  innych,  
n ieznanych  kof ak tor ów  obecnych  w cytosolu.  Nie 
w yk luc zono równ ież  istnienia innego białka  o 
wła śc iwośc i  reduk tazowe j ,  które two rzyło by  fun k­
c jonalny  ko mpleks  z Acr2p  [67],

Zjawisko  opornośc i  ko m ó rek  drożdży  na sole a r ­
senu d e t e rm inow ane  jes t  przez  wie le  genów,  w tym 
równ ież  przez gen A C R 1 , z lo ka l izow an y  na c h r o m o ­
somie  XVI  w sprzężeniu  z genami  A C R 2  i A C R 3  
(Ryc. 3). Hipote tyczne  białko A c r l  w yka zu je  p o d o ­
b ieńs two do s iedmiu  cz ynn ik ów  t ranskrypcyjnych ,  
w tym Yap 1 i Yap2,  które tw o rz ą  specyf iczną  rodz inę  
dr oż dżow ych b ia łek bZIP [68]. N adc ks p re s j a  genu  
A C R1  nie zw iększa ła  fenotypu  opornośc i  na sole a r ­
senu,  ale uzyskanie  m a k s y m a ln e g o  po z io m u  o p o rn o ­
ści w ym agało  obecnośc i  genu  A C R 1  na p lazmidz ie  
w ie łokopi jny m ra zem z genami  A C R 2  i A C R 3  [63],

Inaktywacja  genu  A C R 1  by ła  p rz y c z y n ą  fenotypu 
nadw raż l iw ośc i  na a rsen in  i a r sen ian [63]. Ponadto 
nadckspres ja  genu  A C R 3  w ko m órk ach  mutan ta  a c r l  
nie p o w o d o w a ła  fenotypu  bardzo  w ysok iego  p oz io ­
mu opornośc i  na sole arsenu,  tak j a k  to miało miejsce 
w  k o m órka ch  typu dz ik iego  [63], W przypadku m u ­
tanta  a c r l  nie o b s e r w o w a n o  w y p ły w u  rad ioaktywnej  
formy arsenu na zewną t r z  komórek .  Na  pods tawie  
pow yższ ych  w y n i k ó w  wy su n ię to  hipotezę,  że A c r l p  
je s t  p o z y ty w n y m  regu la t o rem transkrypcj i  genu 
A C R 3  (Ryc. 3) [63], Os ta tn io  wyka zano ,  że ekspresja  
fuzji p ro m o to ró w  ge n ó w  A C R 2  i A C R 3  z ge nem re- 
po r te ro w y m  la c Z  j es t  in d u k o w an a  przez  arsenin,  a r ­
senian,  win ian  a n ty m o n y lo -p o ta s o w y  oraz w y m a g a  
produk tu  genu  A C R 1  (Ryc.  3) [69],

Na  pods ta wie  dos tę pn yc h  danych  uzyskanych  na 
temat  z jawiska  opornośc i  ko m ó rek  drożdży  Sa cch a ­
rom yces cerev is iae  na sole a rsenu  m ożna  z a p rop ono­
wać  nas tępujący  m e c h a n iz m  de toksyf ikacj i  a rsenu w 
ko mó rc e  (Ryc. 4). Arsen ian  w nik a  do wnęt rza  ko-

Ryc. 4. M echanizm oporności komórki drożdżowej na sole  arsenu.

mórki  za po ś red n ic tw em  t ra nspor te rów fosforano­
w ych  [61]. Droga  w ni ka ni a  a rsen inu jes t  n ieznana,  
ale przypu szcza ln i e  a rsenin w formie nic z jon izowa-  
nej p rzechodzi  pa sy w ni e  przez  b łonę  k o m ó r k o w ą  
albo jes t  t ra ns po r tow any  przez  b iałka  b łonowe o d p o ­
wiedz ia lne  za t ranspor t  nie z jon iz owanych  z w ią z ­
k ów  organicznych  [70], Nas tę pn ie  a rsenian r e d u k o ­
w a n y  jest  do a rsen inu  przy  udz ia le Acr2p  [63, 67], 
Nas tępnie  a rsenin  w formie  wo ln eg o  oks oanionu
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usu wany  jes t  na zew ną t rz  komó rk i  p rzez  t ransporte r  
Acr3p  [64], Arsen in  m oże  też u legać  koniugac ji  z 
g lu ta t ioncm (GSH) ,  a powsta łe  kon iuga ty  A s ( G S ) 3 
usu wane  są z cy toso lu  do wakuol i  za po śr edn ic tw em  
A B C  t ranspor te ra Y c f l p  [65],

Dok ładne  poznanie  m e c h a n iz m u  obrony  k om ór ek  
drożdży  przed  t o ks yc zny m  dz ia łan iem soli arsenu,  
włącznie  ze spo sobami  w y w o ła n ia  fenotypu n a d w r a ­
ż l iwośc i k om órek  na arsen,  um oż l iw i  w przyszłośc i  
ich wykorzys tan ie  j a k o  o rga niz mu  m o d e lo w e g o  w 
po szu kiw an iu  ge nów  opornośc i  na  a rsen  w genomie  
ko mó re k  p i e rw o tn ia kó w choro bot w ór czych  i ludz ­
kich ko móre k  no w o tw o ro w y ch .  Zrea l iz owanie  tych 
ce lów będz ie  mia ło  szczególne  znaczenie  prak tyczne  
w m edycyn ie  molekularne j .

IV-3. Zjawisko oporności pasożytniczych pierwot­
niaków na związki arsenu i antymonu

A rom atyczne  związki  a rsenu oraz leki z a w i e ­
rające po kr ew ny  metal  a n ty m on  są ciągle g łówny mi  
ś rodkami  leczniczymi  w zakażen iach  p ie rw o tn i a k a ­
mi z rodza ju  Trypanosom a  i Leishm ania .  A rs eno w e  
pochodne  m e la m in y  (melarsoprol ) ,  poc ho dne  diami-  
dyny  (pentamidyna)  oraz  ki lka innych leków stosuje 
się w leczeniu śpiączki  a frykańskiej ,  po w odow ane j  
przez Trypanosom a brucei.  Jedynie  melarsoprol  
działa skutecznie  w póź n y m  okres ie  choroby  [71]. 
Oporność  na melarsopro l  i inne leki zawiera jące  a r ­
sen została zao b s e r w o w a n a  za ró w no w szczepach la ­
bora toryjnych  T ryp a n o so m a , j ak  równ ież  w' sz cze­
pach izo lowanych  od chorych  [71 ]. Sw id ro wce  o p o r­
ne na melarsopro l  w y k a z u j ą  k r z y ż o w ą  oporność  na 
diamidyny,  a także a k u m u lu ją  mniej  d i am idy ny [72], 
Ostatnia obserwacja  może  w s k a z y w a ć  na obecność  
wspólnego  sys temu t ranspor tu  k o m ó r k o w e g o  arsc- 
n op ochod nyc h  m e la m in y  i d iamidyn.  C a r t e r  i 
F a i r l a m b  [73] szukal i  po tcc ja lnych  subst ra tów 
dla tego t ransportera,  konku ru ją cych  z t l enkiem me-  
larsenu.  Okaza ło  się, że a rse no po cho dn e  m e la m in y  
są t ranspor towane  do wmętrza komórki  p rzez t rans­
por ter  adenozyny  typu P2. U sz czepów  św id row ców  
opornych  na związki  a rsenu  nie s tw ierdzono w y s t ę ­
powania  tego t ransporte ra ,  co sugeru je ,  że oporność  
na mcl an ino wc p o c ho dn e  arsenu wyni ka  z z a b lo k o ­
wania  drogi ich wn ik an ia  do komórki  p ie rwotn iaka  
[73],

L e ishm ania  wys t ępuje  p o w sz ec hn ie  na ca łym 
świecie i pow od u je  400  000  n o w ych zakażeń  u ludzi 
każdego roku [74], W szys tk ie  formy le iszmaniozy  
leczy się przy p o m o c y  leków zawiera j ących  pięcio-  
war tośc iow y an tymon:  Pen tos tam  (s tyboglukonian  
sodu)  i Glucan t im e ( an tym oni an  A-mety lo-  g lukami-

ny) [75], Nies te ty  u wie lu  pac jen t ów te rap ia  an ty m o ­
now a je s t  n i eskuteczna  i u takich chorych  w ys t ę p u ją  
szczepy p ie rw o tn ia kó w  oporne  na związki  a n t ym on u 
[76]. Opisano  szczepy  L e ish m a n ia  oporne  nie tylko 
na an tym on p ięc iow ar to śc iow y,  ale także na  an ty ­
mon t r ó j war toś c io wy i a rsenin [77],

Ampl i f i kac j a  dużych  f ra gm ent ów  g e n o m u  jest  
często o b s e r w o w a n y m  z jawisk iem w szczepach  
opornych  na a rsenin [78], P ie rw sz ym  z id e n ty f ik o w a ­
nym a m p l i f ik o w a n y m  g en em  był  p g p A  kodujący  
białko na leżące  do rodz iny  A B C  transpor te rów.  
Bia łko to wy kazuj e  znaczne  p od ob ie ńs tw o  do białka 
to w arzyszącego  z jawisku  wie lo lekowej  opornośc i  
typu M R P  [79]. Później sze  badania  wykaza ły ,  że na- 
dekspresja  genu  p g p A  w  ko m órk ach  L e ish m a n ia  ta- 
rentolae  i L eish m a n ia  m a jor  była p r z y c z y n ą  tylko n i ­
skiego p o z io m u  opornośc i  na  a rsenin [80], K o n s e ­
kwentn ie ,  inak tywac ja  genu p g p A  u L e ish m a n ia  ta- 
rentolae  nie p o w o d o w a ła  wzros tu  wraż l iwo śc i  na a r ­
senin [81]. Gen  pgpA  j es t  często am p l i f ik ow any  
łącznie z ge ne m  GSH1  w  ko m ór ka ch  a rseno-opor-  
nych [82], Ten ostatni  koduje  synte tazę  y-glutamyl-  
o cys te in ow ą  b io rącą  udz ia ł  w syntez ie  GSH ,  co 
moż e  sug erować ,  że P gp A  rozpoznaje  S-koniuga ty  
glutat ionu  ja k o  subst ra ty  [82]. N a  pods t awie  p o w y ż ­
szych w y n ik ó w  wys un ię t o  hipotezę,  że P gpA  t rans­
por tu je  do w e w n ą t r z k o m ó r k o w y c h  przedz i a łó w ko­
n iuga ty a rsenu z g lu ta t ioncm [83],

D c y  i wsp.  [83] zaobserwowa l i ,  że wysoki  p o ­
z iom opornośc i  na arsenin u Leish m a n ia  tarentolae  
za leżny był  od ak ty w ne go  w y p ły w u  tok sycznych  
ok so ani onów na zewnąt r z  komórki .  M e c h a n iz m  ten 
nie miał  zw iązku  z b ia łkiem PgpA.  Su bs t ra tem dla 
nowo odk ry tego  sys temu t ransportu m oż e  być arsen 
połączony  pop rzez  grupy  t iolowe z G S H  lub z trypa- 
no t i onem [84], Na le ży  podkreśl ić ,  że szczepy  L e ish ­
m ania  oporne  na a rsenin  cha ra k t e ryz uj ą  się ponad  
40 -k ro tn ym  w zros tem ilości t r ypanot ionu  w k o m ó r ­
ce [84], P owy ższe  dane poz wol i ły  na op racowanie  
modelu  m e c h a n iz m u  opornośc i  kom órek  L e ish m a ­
nia  na leki zawiera jące  p i ęc iowar toś c iow c a tomy ar­
senu lub an tymonu.  Model  ten ob e j m o w a łb y  co na j ­
mniej  trzy etapy: (1) reduk cję  As (V) / Sb (V) do As 
(III) / Sb (III), (2) kon iu ga c j ę  As (III) / Sb (III) z try- 
pan o t io ne m oraz (3) t ranspor t  S- kon iuga tów  arsenu  i 
an ty mo nu  na zewnąt rz  komórki  za po śre dn ic tw em  
ATP-za leżncj  p o m p y  [84]. F o rm o w a n ie  się S -k oni u­
ga tów raczej ,  niż zw iększenie  i lości cząs teczek  p o m ­
py w błonic ko m órk ow ej ,  by łoby  kry tyc znym e ta ­
pem tego modelu ,  bezpośrednio  w a ru n k u ją c y m  p o ­
z iom opornośc i .  Jak na razie nie z iden tyf iko wano 
białek reduktazy  i ATP-za lcżnej  p o m p y  arsenowej  
wa ru nk uj ącyc h  ten proces.
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IV-4. Terapia arszenikowa w białaczce promielocy-  
towej a oporność kom órek ssaków na związki  
arsenu

Linie k o m ó r k o w e  ssak ów oporne  na a rsenin z o ­
stały w y s e le k c jo n o w a n e  w wie lu  labora tor iach [85], 
N o w o t w o r o w e  linie k o m ó r k o w e  ja jnika,  uzyskane 
ze w zględu  na oporno ść  na c is-platynę,  ch a ra k te ry ­
zowały  się równ ie ż  k rz y ż o w ą  oporn ośc ią  na a rsenin i 
win ian  a n ty m o n y lo -p o ta so w y  [4] lub na melfalan,  
ch lo rambucyl ,  a rsenin i k adm  w pr zypadku kom órek  
białaczki  [5], O p or ność  kom ór ek  ch om ik a  na arsenin 
była w a r u n k o w a n a  z a le żny m  od energii  us uw an ie m  
j o n ó w  arsenu z komórki  [85], Inhibi tory enzym u 
S- t ransferazy g lu ta t ionowej  zmnie jsza ły  wy p ły w  a r ­
seninu , co su gerow ało  us uw an ie  A s ( G S ) 3 [85], J e d ­
nak szcz egó ło w a  ana liza  produk tó w w y pł yw u nic 
po twierdzi ła  obecnośc i  A s ( G S ) 3. W a n g  i wsp.  [85] 
uważa ją ,  że a rsen ian  jes t  r e d u k o w a n y  do a rseninu  , 
który je s t  j e d y n ą  formą  arsenu  u s u w a n ą  z komórki .  
Komórki  j a jn ik a  ch omik a  SA7 oporne  na arsenin 
w y k a z u ją  w y p ły w  arseninu ,  który jes t  ham o w an y  
przez czynniki  redukują ce  poz iom GSH,  np. przez 
d in i t rof luorobenzen ,  a także przez werapami l  i cy- 
k losp orynę  A [86]. Moż l iwe ,  że arsen in  po k o n iu g a ­
cji z g lu ta t io nem u s u w a n y  jes t  z komórki  przez  o d p o ­
wiedn ią  pomp ę.  Osta tn io  op isano ki lka pr zykładów  
t ranspor te rów S -ko niuga tów  glutat ionu.  Je dnym  z 
nich jes t  bia łko towarzyszące  wic lo lekowej  o p o r n o ­
ści typu MRP1 [87], t ranspor tu jące  na zewnąt rz  k o ­
mórki  S-koniuga ty  g lu ta t ionu [88]. Nadckspres ja  
genu M R P J  zw iększa  opo rność  ko m órek  nie tylko na 
cytosta tyki ,  ale także na a rsenin,  a rsenian  oraz na 
trój- i p ięc io war to śc io wc związki  an ty monu  [89], 
Wykazano  również ,  że a rsenin s tymulu je  w yp ływ  
S-koni uga tów g lu ta t ionu  za pośr edn ic tw em  MRP1 
[90]. Delccja  genu  kodu jącego  białko  MRP1 w k o ­
mórkach  em br i ona ln yc h  było p rz y c z y n ą  wzrostu 
wrażl iwośc i  na a rsenin sodowy,  e topozyd  i inne c y ­
tostatyki  [91]. Ponadto  udało się w y h o d o w a ć  myszy  
t ransgeniczne ,  k tórych ge n o m  ko m ór ek  wszys tk ich  
tkanek  miał  zn i szczone  obie kopie  genu M R P 1  [92], 
Takie komórki  mys ie  w y k a z y w a ły  zw ię k sz o n ą  n a d ­
wraż l iwość  na e topozyd ,  ale wraż l iwość  na arsenin 
sod ow y była taka sama  ja k  w ko m órk ach  typu dz ik ie ­
go [92], Aktua ln ie  nie uda ło się wy kazać  w b a d a ­
niach in vitro  i in v ivo , że MRP1 rzeczywiśc ie  b e z p o ­
średnio bierze udz ia ł  w t ransporcie  A s ( G S ) 3. P o m i ­
mo tego wydaje  się, że MRP1 może  t ranspor tować  
obok cy tos ta tyków także A s ( G S ) 3. Nie  m ożna  w y ­
kluczyć je d n a k  istnienia jeszc ze  innego,  n ieznanego  
dotychczas  i n i eza leżnego  sys temu t ranspor tu okso-

an i on ów  arsenu,  w a ru n k u ją ceg o  wysoki  poz iom 
opornośc i  ko móre k  ssaków.

Osta tnio z a s to so w ano z p o w o d z e n ie m  trójt lenek 
a rsenu  do leczenia  n a w ro tó w  ostrej  formy białaczki  
p romi e lo cy tow ej  [93], P o da w ani e  niskich dawek ar- 
szeniku  przez  12-39 dni sp o w o d o w a ło  ca łkowi tą  r e ­
misję  n o w o tw o ru  u ł l - s t u  na 12 leczonych  pac j en ­
tów. Terapia a r szen ik ow a  mia ła  bardzo  łagodne  skut ­
ki uboczne ,  takie j a k  wy sy pk a ,  lekki ból głowy, uc zu ­
cie zmęczenia .  Efek t l eczn iczy  a rszeniku polega ł  na 
e l iminacj i  k om ór ek  n o w o t w o r o w y c h  ze szpiku kos t ­
nego  pop rzez  indukcję  w nich apoptozy.  U t rzech z 
ł l - s t u  pac j en tów  zao b s e r w o w a n o  je d n a k  nawrót  
choroby  po terapii  a r szen ikowej ,  co sugeruje  is tnie­
nie m e c h a n i z m ó w  opornośc i  na  sole arsenu również  
w k o m órka ch  ludzkich.  W yjaśn ien ie  po wyż sze go  za ­
gadnien ia ,  tak w ażn eg o  z m e d y c z n e g o  punktu  w id ze ­
nia, mo że  mieć  duże znaczenie  prak tyczne  w 
przyszłości .

Artykuł otrzymano 10 maja 1999 r.
Zaakceptowano do druku 26 lipca 1999 r.
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Mutagenność i kancerogenność aflatoksyny AFBi 

Mutagenicity and carcinogenicity of aflatoxin AFBi
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I. Wstęp

M ik o to ks yn y s t a n o w ią  grupę ponad  300 różnych  
zw ią zkó w  ch em iczn y ch ,  które pod  pos tac ią  m e ta b o ­
litów wtó rn yc h  są w y tw arzane  przez  grzyby  p l e śn io ­
we [1]. Po n ie waż  grzyby  cha rak te ryzują  się z d o ln o ­
ścią prz eż yw ani a  w ba rdzo  t rudnych  warunkac h ,  np. 
w ś rodo wisku  o niskiej  wi lgotnośc i  to n ieomal cala 
żywność  jest na ra żona  na skażenie mikotoksynami .  
Ocenia się, że około  25% p rod uk tó w  spożywczych  
świa ta  takich  ja k  mąka ,  p rze twor y  mleczne ,  jaja,  
mięso  jes t  z a k a ż o n a  grzybami  w y tw arza jącymi  to k ­
syny [2], Jeśli chodzi  o zboża  to m o g ą  one być ska ­
żone za równo w okres ie  zb io rów ja k  i podczas  pr ze ­
chowywania .

Odkryc ie  zw ią z k u  po mi ęd zy  skażen iem żywnośc i  
p leśn iami  w yt w arza ją cy m i  toksyny a chorobami  
(często śm ie r te lny mi)  wys tępu jącymi  u zwierząt  w y ­
ższych i ludzi nic by ło  proste.  Dopiero  dwa epizody  
zwróc iły u w ag ę  n a u k o w c ó w  i p roduc en tó w ż y w n o ­
ści na problem sposobu  p rzech o w y w an i a  żywności  i 
możl iwość  jej skażenia  miko toks ynami .  Pie rwszy 
miał  miejsce w Rosj i  w latach 1942-1947 i dotyczył  
wy p ad k ó w  śmier te lnych  po spożyc iu  żywnośc i  ska ­
żonej g rzybami  z rodza ju  F u sa r iw n  [3], Drugi  z d a ­
rzył się w Angli i  w latach 60-tych.  W ó w c z a s  to setki

'Lek.wet., Zakład Oceny Żywienia, Katedra Żywienia Człowie­
ka SGGW, ul. Nowoursynowska 166, 02-787 Warszawa;
'd r  hab., Zakład Biologii Molekularnej, Instytut Biochemii
i Biofizyki PAN, ul. Pawińskiego 5A, 02-106 Warszawa
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tys ięcy in dy ków  padło  po z jedzeniu  sprowadzonej  z 
Brazyl i i  paszy ,  która,  j a k  w yk aza ła  ana liza m i k r o ­
b io logiczna ,  była  skażona  A sp erg i l lu s  j la v u s .  G a t u ­
nek  ten oraz dw a inne: A. p a ra s i t icu s  i A .n o m iu s  w y ­
twarza j ą  a f la toksynę,  k tóra  przez  IA RC  (In te rn a t io ­
na l A g e n c y  f o r  R esearch  on Cancer)  została za l iczo ­
na do klasy I ludzkich  ka rc in o g cn ó w  i zna lazła się na 
liście dz ies ięc iu  na js i ln iej szych znanych  toksyn 
świata.  L iczne  “e p id e m ie ” ludzkich ost rych aflatok- 
sykoz  w y s t ę p u ją  g łó wnie  w poł udniowo-w schodn ie j  
Azji  i Afryce  w re jonach charak te ryzu jących  się w y ­
sokim e n d e m ic z n y m  s tężeniem af la toksyn  w t r ady ­
cy jn ym pożywie niu ,  t ak i m j a k  ryż,  kukurydza ,  soja, 
a także mleko  i mięso,  a szczególn ie  je g o  prze twory  
np. kie łbasa  typu Sa lami  [4], Epidemie  tc ob jawia ją  
się w y s tę p o w a n ie m  n o w o t w o r ó w  wąt roby  i k r w a ­
wienie m z p rz e w o d u  po ka rm ow ego .  N ow o tw o ry  
wąt roby  w y w o ła n e  s p ożyw an ie m  skażonej  aflatok- 
sy n ą  żywnośc i  m a j ą  zw iąz ek  ze specy f i czną  m ut ac ją  
w genie p 5 3 , k tórego pro duk t  jes t  naj lepiej  p o z n a ­
nym ant yo nkogenem .

II. Metabolizm wtórny u Aspergillus

Afla toksyny  są in te r esu jąc ym  p rzyk ładem c z y n ­
n ików usz ka dza ją cy ch  D N A  zwierzą t  wyższych ,  
będących  je d n o c z e ś n ie  produktam i  na tura lnego  m e ­
tabol izmu u grzybów.  Szlaki  metabol iczne ,  k tórych 
produk tami  są toksyny,  nic są n ie zbędne  do życ ia  i 
wzros tu  grzybów.  F u n k c jo n u ją  one tylko w ok re ś lo ­
nych,  szczególn ych  w arunkach ,  n iewys ta rcza jących  
do op ty ma ln eg o  wzros tu  grzyba ;  d la tego też są one 
określane ja k o  szlaki  m et ab o l i zm u  wtórnego.  Z w y ­
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kle nie są one w yr ażane  w sposób kons ty tu tywny,  
lecz są ind uko w ane  w odp ow iedz i  na brak p o ż y w i e ­
nia lub po jawienie  się or g an iz m ó w  kompe tycyjny ch .  
Indukcja szlaku m e ta bol iz m u  wtórnego ,  k tóry w y k o ­
rzystuje a l te rna tywne ź ródła  pożywienia ,  zwiększa  
szansę  na przeżyc ie  p leśni  w sub op ty m a ln yc h  w a ­
runkach.

Niezmiern ie  c ie kawe jes t  usy tuow an ie  genów, 
których produkty  b i orą  udz ia ł  w m etabol izmi e  w tó r ­
nym. Okaza ło  się, że u g r zybów  w ys tę p u ją  z g ru p o ­
wania  genów (ang. c lu s te r ) pozos ta jące  pod  ws p ó ln ą  
kont ro lą  ge nów  regu la torowych.  Taki model  funk ­
c jonowania  g e n o m u  je s t  p o w s z e c h n y  u Procaryota,  
na tomiast  odkryc ie  w ys tę p o w a n ia  grup funkc j ona l ­
nie sp ok rew nio nych  g e n ó w  również  u grzybów fila- 
mentu jących  było  spo rym  zaskocz en iem  [5]. Z g r u ­
powanie  genó w  mo że  być zde f in io wa ne  jako  ścisły 
związek  dw óch lub więcej  genów, k tórych  produkty  
uczes tniczą we  w s p ó l n y m  szlaku m e ta b o l i cz n y m  lub 
rozwojowym.  G rzyby  po s i ada ją  l iczne wtórne  szlaki 
metabol iczne ,  z k tórych  na jważn ie j sz e  to szlaki kata-  
bol iczne,  funkc jonujące  w celu w yko rzys tan ia  jako  
pożywienia  n i s k oc ząs t eczk ow ych sk ł adników 
podłoża,  takich ja k  pro l ina  czy chinian  oraz szlaki  
b iosyntezy  n is k oc ząs t eczk ow ych związków,  an ty ­
b io ty ków i mi kotoksyn ,  które przypusz cza ln ie  pe łn i ą  
funkcję oc h ro n n ą  [6],

Dwie spośród mi kot oksyn ,  a f la toksyna  B| i sterig- 
matocys tyna  p o c h o d z ą  z tego sam ego szlaku m e t a ­
bol izmu w tó rnego  [7, 8], p r z y c z y n i  s te r igmatocys ty-  
na jes t  subst ratem dla a f la toksyny  B | ,  p roduktu k o ń ­
cowego tego szlaku.  Af la tok syna  w yt w arzana  jes t  
tylko przez ki lka g a tunków  z rodza ju  Asperg illus  
podczas gdy s tc r ig matocys tyn ę  wy tw arz a  co na j­
mniej  20 ga tu nk ów  grzybów.  P ie rw szy m produktem 
pośrednim  sz laku  m ik ot ok sy n  pol ike tydyno wych,  
s te r igmatocys tyny  i a f la toksyny  (S /AF) ,  j es t  część 
a li fatyczna kwasu  n o r s o l or ynow cgo  (Ryc. 1). Aby 
doszło do syntezy  tego  produktu  pośredniego ,  w y ­
magana  jest  nie tylko syntaza  po l ik e ty dynow a  
(PKS) , lecz j a k  się okaza ło,  rów nie ż  en zym y 
połączone w jed en  łańcuch  po l ip ept ydow y  zw any 
syntazą kw as ó w  t łus zcz ow ych -  FAS (.Fatty  A c id  
Syn thase)  [8-10],  FAS zb u d o w a n y  z podjednos tk i  a  i 
P prawdo po dobn ie  katal izu je  reakcję,  której  p ro d u k ­
tem jest  sz e śc io w ęgl ow y  kwas  t łus zczowy  służący

s te n g m a to c y n a

a fl a to ksyna  B|

Ryc. 1 Szlak m etaboliczny sterigmatocystyny i af la toksyny AFB ,  

( S F /A F B ,). A lifatyczny fragment kwasu norsolorynowego,  
który jest p ierwszym  produktem przejśc iowym tego szlaku, jest 

o toczony  ramką.

j ako  starter  dla PKS.  Oprócz  w sp o m n ia n y c h  ju ż  syn- 
taz w szlaku m etabol i cznym S/AF bie rze również  
udział  5 m ono ok sy gena z ,  ki lka reduktaz ,  de h y d ro g e ­
naz, mctylo t ransfcraza  i esteraza [8], W zależności  
od pH podłoża u ru c h o m io n y  zostaje albo szlak S/AF 
albo ten, k tóry prowadzi  do produkcj i  penicy liny ,  
p rzy czym kwaśne  pH faworyzuje  produkcj ę  m i k o ­
toksyn  [1 1], a pH zasadow e wy tw arzanie  penicy liny
[12, 13].

III. Biotransformacja aflatoksyny AFB,

Cząs teczka  a f la toksyny  B, (AF B, )  zbudowa na  
jest  z sys temu pierśc ieni  furofu ranowych p o łączo ­
nych z częśc ią  kumaryny,  która pos iada  grupę  mc- 
to ksy low ą przy ł ączo ną  do p ierścienia  benzeno we go 
(Ryc. 2). W  wa ru nkach  na tura lnych  w y s t ę p u j ą d  a f la ­
toksyny:  B i , B 2, G, i G 2, przy czym najs i ln ie j szym 
kance ro ge nem  jes t  a f la toksyna  Bi a na js łab szym  G 2.

c zęść  d i lu r o fu r a n o w a

314

Ryc. 2. Struktura chem iczna  A FB , .
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M u t age nn oś ć  i k a n c e rog enn oś ć  AFB |  jes t  związana  
z m e t a b o l ic z n ą  b io a k ty w a c ją  jej  cząsteczki .  W y k a ­
zano,  że w n ie obecnośc i  sys temu  b io ak ty wacyj neg o  
a f la tok syna  B, nie wy ka zuj e  właśc iwośc i  m u t a g e n ­
nych,  ani nie wi ąże  się ko wa lency jn ie  z takimi m a ­
kromolekularn i  j a k  DNA .  P on iewa ż  b ioaktywacja  
AFB,  j e s t  w y m a g a n a  do zapoczą tk ow ani a  kancero-  
gcnczy  to wiele uwagi  p o ś w ię con o  b iot ransformacji  
tej na tura ln ie wys tęp ujące j  mikotoksyny.  P o c z ą tk o ­
wy m e ta bo l i zm  AFB! mo że  ob e jm o w a ć  4 typy  reak­
cji; O-dea lk i lac ję ,  hydroksylac ję ,  epo ksydac ję  oraz 
kc toredukcję .  G łó w n e  k ie runki  b io t ransformacji  
AFB |  p r zeds t aw ia  rysunek  4. Jedynie  ka ta l izowana  
przez r eduk taz ę  z a le żną  od N A D P H  redukcja  A F B : 
do a f la toksy ko lu  je s t  odwraca lna .  Pozos tałe  m e t a b o ­
lity: A F M ],  A F Q i ,  AFP,  i A F B 2 uznaje  się za p r o d u k ­
ty de toksyf ikac ji ,  k tórych powsta n ie  w y m a g a  sys te ­
mu cy to c h r o m ó w  P450  (Ryc.  3). M uta genn oś ć  i k a n ­
cerogenno ść  AFB)  w y n ik a  przede  w szys t k im  z p o ­
wsta wan ia  A F B r 8 ,9-epoksydu,  formy, która reaguje  
bezpośrednio  z DNA .  Wiąz ani e  z D N A  jes t  tak 
gwał towne ,  że e p ok syd  n igdy  nie został  w y i z o l o w a ­
ny w w aru n k ach  in vivo, na tomias t  wykryc ie  
t rwałego  adduktu  8 ,9-d ihyd ro-8 - (N7-guanyl ) -9-

hy dr ok sy  AF Bi  ( A F B r guanina) ,  który powsta je w 
obecności  s y s t e m ó w  akt yw acy jn yc h  nie nast ręczało 
t rudności  [ 14-16J.  Nie za leżn i e  od bada nego  ga tunku 
zw ierzęcego  czy  rodza ju  tkanki  ak ty wacja  AFBi do 
8 ,9 - epoksydu  je s t  abso lu tn ie  n iezbędna  aby  a f la tok­
syna  wiąza ł a  się z D N A  i w y k a z y w a ła  dz ia łanie k a n ­
cerogenne  i m uta genne .

O k s y d a c y jn a  b io t r an sfor ma cja  AFB ,  zachodzi 
p rzy udz ia le c y to c h ro m u  P450,  który s tanowi super-  
rodz inę  p o l i s ub s t r a to w yc h  m o n o o k sy g e n e z  (CYP)  
zaw ie ra jący ch  hem,  zdoln ych  do u t leniania  i re d u k ­
cji całej  gam y  su bs t r a tów  za ró w no  endo ge nnego  ja k  
i eg zo g en n eg o  pochod zenia .  Wniosek ,  iż cy tochrom 
P450 b ierze udz ia ł  w b io t ransformacj i  A FB |  w y s n u ­
to na po ds ta wie  na s tę pu ją cyc h  obserwacj i :

(i) w układz ie  in vitro  m e ta bo l iz m  mikotoksyn  
w y m a g a  t lenu  cz ą s te c zk o w e g o  i N A D P H ,

(ii) inhibi tory  i induktory  c y to ch rom u P450 ma ją  
w p ły w  na w raż l i w o ść  zwierzą t  na ka nc e ro gene zę  in­
d u k o w a n ą  przez  AFB ] ,

(iii) AFB ,  u l eg a  ak tywacj i  w sys temach,  które za ­
w iera j ą  o c z y s z c z o n y  cy to ch ro m  P450,  reduktazę 
N A D P H  cy to c h r o m u  P450,  N A D P H  i fosfol ipid,

o' 'o ' OCH.

O O OCH.

A FB i-8,9-dihydrol
Ryc. 3 . Biotransformacja  A F B ,  (opis w  tekście).  G-S oznacza resztę 

glutationu.
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(iv) p r zec iwcia ła  przec i w ko  iz o fo rm o m  cytochro-  
mu P450 h a m u ją  ak ty wac ją  AFB]  ka ta l i zowa ną  
przez m ik ro so m y lub oczy sz czony cy t och ro m  P450,  
i wreszc ie

(v) systemy,  w k tórych  różne  izofo rmy cy tochro-  
mu P450 są syn te ty zowane  z c D N A  w ykazuj ą  
właśc iwość  ak tywacj i  AFB ,  [17-22],

Wykazano ,  że szereg form cy to ch rom u  P450 jes t  
zaan gażo wa nych  w b io ak ty wac ję  A F B | .  Tabela I z a ­
wiera  g łówne  k lasy  c y to chr om u P450 i ich charakte-

Tabela I

ściach m ut age nnych  [21]. W  bada nia ch  in vitro  
s twierdzono,  że g łó w ny m i  ka ta l iza torami  epoksyda -  
cji AFB]  w wąt robie  ludzkie są  C Y P 1 A 2  i C Y P 3 A 4  
[34], W y n ik i e m  b io t ransformacj i  mikr osom alne j  
AFB |  u ludzi są równi eż  dwa m e ta bol i ty  r o z p u s z ­
czalne w wodzie  AFQ] i A F M ],  k tórych  powsta n ie  
jes t  ka ta l izowane  odp ow iedni o ,  p rzez  C Y P 3 A 4  i 
CY P1 A 2,  a k tórych wła śc iw ośc i  ka n c e ro g e n n e  są 
tylko n iewi e lką  czę śc ią  p o te nc ja łu  ja k i  reprezentu je  
forma ep o k sy d o w a  AFB ,  [34, 36],  W  poró w n a n iu  do

Formy cytochrom ów  P450  biorące udział w  biotransformacji aflatoksyny A FB ,  (opis w  tekście)

Podrodzina P540 Induktor Specyficzna izoforma Metaboli ty A F B  i

C Y P1A PAH* 1A 1,1A2
A F B |-8 ,9 - ep o k s y d ,  AFM i

CYP^B fenobarbital 2 B 1, 2B 7
A F B r 8 ,9 -ep oksyd

CYP2C fenobarbital 2C1, 2C2
A F B r 8 ,9 -ep oksyd

C Y P 3A glukokortykoid y 3A 3,  3A 4
A F B r 8 ,9-ep oksyd ,

AFQ ,

rystykę.  U zwierzą t  fo rm y cy t o c h ro m u  P450 zdolne 
do ak tywacj i  AFB ,  na leżą  do po drodz in  1 A, 2B, 2C i 
3A [23-26],  Por ównu ją c  dz ia łanie różnych  indukto-  
rów cy toch rom u P450 ustalono,  które klasy cy to ­
chromu biorą  udz ia ł  w ak tywacj i  AFB i  u poszcze gó l ­
nych ga tun ków zwierząt .  S twie rdzono,  że t r ak tow a­
nie gryzoni  k l a sy czny m  indukt orem  cytochromu 
P450 fenobarb i ta lem prowadz i ło  do zna cznego  p o d ­
wyższenia  zdolności  m i k r o s o m ó w  w ą t r ob ow ych do 
wytw orzenia  a d du k tó w  A F B |  w D N A  [19, 27, 28], 
Podobne  wyniki  uz yskano  w ba dania ch  in v itro , w 
których wyk orz ys ta no  f rakcją m ik r o s o m a ln ą  izo lo­
w a n ą  z ko móre k  wąt roby  szczurów7 i my szy  co p o ­
zwoli ło wysnuć  wniosek ,  że ak tyw ac ja  AFB,  jes t  k a ­
ta l izowana  przez te i zofo rmy  cy to ch rom u  P450,  k tó ­
re są ind ukowa ne  fenoba rb i ta lem  [29]. Inne wyniki  
uzyskano  w pr zypadk u  chomika ,  u k tórego  wyż szą  
ak tywność  w y k a z y w a ły  te formy cy t och rom u  P450,  
które były a k ty w ow ane  poi ¡cykl icznymi a ro m a ty c z ­
nymi  w ęg lo w o d o ram i  (PAH) np. C Y P 1 A  [30, 31]. 
Natomiast  u kró l i ków  i św inek mo rsk ic h  w ak tywacj i  
AFB |  brały udz iał  te same klasy cy t oc hr om u P450 co 
u myszy  i s zczu rów [32, 33],

U cz łowieka  b io t r ansforma cja  A F B |  jes t  p roc e ­
sem k o m p l e k s o w y m  k o n t r o lo w a n y m  przez  kilka izo­
form cytoch rom u P450 różn iących  się k ine tyk ą  r eak ­
cji [21, 25, 34, 35], Wymie nia  się co na jmnie j  5 klas 
cy tochromu P450: C Y P 1 A 2  ( in d u k o w an y  przez 
PAH),  C Y P 2 A 6 ,  C Y P 2 A 3 ,  C Y P 2 B 7  i C Y P 3 A 4  (dwa 
ostatnie i ndukow ane  przez  g lukokor ty ko idy)  zd o l ­
nych do aktywacj i  A FB |  do me ta bo l i t ów  o właśc iwo-

C Y P 3 A 4  działan ie  C Y P 1 A 2  p row adz i  do wy ższ ego  
s tosunku ak tywacji  do de toksyf ikac j i ,  czyli  e p o k s y ­
du do A F M |  [34], W l i teraturze je s t  j e d n a k  pewn a 
różnica zdań dotycząca  s topnia  udz iału  C Y P 1 A 2  i 
C Y P 3 A 4  w m eta bol izmi e  AFB,  u cz łowieka ,  sz cze ­
gólnie przy n isk im s tężeniu a f l a toksyny  w poka rmi e  
co jes t  p r zypadk ie m  na jczęśc ie j  sp o ty k a n y m  [25, 
34-37],  N a jn ow sz e  badania  k ine tyki  oksydac ji  i 
wiązania  do D NA  wykaza ły ,  że g ł ó w n ą  rolę w ak ty ­
wacji  A FB |  od g ry wa  C Y P 1 A 2  [38], Z badań  tych 
wynika,  że jes t  mało  p r a w d o p o d o b n e ,  iż C Y P 3 A 4  
jest  g łó w n y m  ak ty w a to re m  A F B |  w wątrobie .  Z d r u ­
giej s t rony s twierdza  się obecno ść  AFQ] i A F M ,  w 
mo czu  ludzi ek sp o n o w an y ch  na A F B |  co ś w ia d ­
czyłoby  o udziale za ró w no  C Y P 3 A 4  jak i C Y P 1A2 w 
me tabol izm ie  AFB,  in vivo.

IV. Rola genu p53  w karcinogenezie AFB]

Gen p 5 3  j es t  naj lepiej  p o z n a n y m  ludzkim ge ne m  
sup re so ro wy m karc inogcnezy .  Muta c j e  powsta jące  
w tym antyonk ogc nic  są  na j częs t s zą  p r zyczyną  za ­
począ tkowania  t ransformacj i  now o tw o ro w e j  [39, 
40], Białko p53 odgryw a  bardzo  w a ż n ą  rolę w takich 
istotnych dla życ ia  kom órki  p r oce sa ch  jak :  kont ro la  
cyklu ko m ór ko wego ,  n apr aw a  i synteza  DNA,  ró ż n i ­
cowanie  komórek ,  p la s ty cznoś ć  g e n o m o w a  i apopto-  
za [39, 41,  42], Sp ek t rum  mutacj i  w genie p 5 3  w 
przebiegu no w o tw o rzen ia  jes t  na tyle ch a ra k t e ry ­
styczne,  że może  po m óc  z ide nt yf ik owa ć  kancerogen  
i zdef in iować mo le ku la rn e  i b i oc he m iczne  m e c h a n i ­
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zmy od p o w ie d z ia ln e  za gene tyc zne  uszkodz en ia  w 
DNA.  A F B |  pr efe rencyjn ie  indukuje  t ranswers je  G 
do T w trzeciej  pozyc ji  k od on u 249 g e n u p 5 3  [43], O 
wysokie j  spe cy f icznośc i  tej reakcj i  świadczy  ana liza  
m u ta g e n n e g o  dzia łan ia  innego kancerogenu ,  ben- 
zo [«] pyr enu ,  dla k tórego  kodon  249 nie je s t  ce lem i 
w z w ią z k u  z tym nie w yw ołu j e  on raka  wąt roby  lecz 
n o w o tw o r y  płuc.  Tak  więc tw orzenie  adduktu  
A F B r D N A  jes t  bezpośr ednio  związane  ze sp ecy ­
f icznośc i ą  mutacj i  w genie  su p re so ro w y m  p5 3 .  W y ­
nik ten jest zg o d n y  ze spe kt r um  mutacj i  s t w ie rdz o ­
n ym  w p rób kach  pobr anych  od pacjen tów,  k tórzy  za ­
s iedlając reg iony  o wysokie j  ekspozyc j i  na AFB]  
(Azja,  Afryka)  zachorowal i  na raka wąt roby  [44, 45], 
Z w iązek  po m ię d z y  w y s t ę p o w a n ie m  af la toksyny  
AFB ,  a zap a d a ln o śc ią  na raka  wą t roby  pozwa la  
(obok  wirusa  żó łtaczki )  uznać AFB,  za g łó wny  c z y n ­
nik e t io log iczny  tego  typu nowotw oru .  H s i e h [46] 
wyl iczy ł ,  że w Stanach  Z j e dnoczon yc h  ko ns um pc ja  
a f la toksyn  AFB ,  w  populacj i  ludzkiej  wynos i  25.73 
ng / kg wagi  ciała.  Wyk orz ys tu ją c  dane  uzyskane  
przez C a l b o r g a  [47] dla m ie sz k a ń c ó w  Azji  i 
Afryki  wyl ic zono ,  że ryzyko wys tą p ien ia  raka  w ą t r o ­
by wynos i  w tych częściach  świa ta 10 p rzypa dków  
śm ic r t c ln yc h /1 000 00  ludz i / l  ng A FB ] /k g  wagi  
c ia ła /dz ień.  W U S A  notuje się 3.24 p rzyp adkó w  
śm ie r t e l n y c h / 100000 m ę ż c z y z n / 1 ng AFB ]/k g  wagi 
cia ła /dz ień  [48], Tak a  śmier te lność  od po w ia da  k o n ­
sumpcj i  10.6 ng /kg  wagi  c ia ła /dz ień.  W yn ik  ten su ­
geruje,  że mężczyźn i  w US A są  dwukro tn ie  bardziej  
odporni  na  kanc e ro ge nne  dz ia łanie AFB]  w p o r ó w ­
naniu do m ie s z k a ń c ó w  Azji  i Afryki .

V. Antymutageny przeciwdziałające muta­
gennej aktywności AFB!

Związki  chem ic zne  o dz ia łaniu  m u ta g e n n y m  są 
powszechne .  N a tu ra ln ą  k o n s e k w e n c ją  ich w y s t ę p o ­
wania  jest i stnienie an tymutagenów,  które na drodze 
różnorodnych ,  częs to nic w pełni  poznanych  m e c h a ­
nizmów,  z apob ie ga ją  dz iałaniu mutagenów.  M o g ą  
one reagować  bezp oś redn io  z r eak t yw nym i  m e t a b o ­
litami m u ta g e n ó w  zapobiega jąc  w ten sposób m o ż l i ­
wości  od dz ia ł ywan ia  m u ta genu  z k o m ó r k o w y m  
DNA.  Inny m e c h a n iz m  dz ia łan ia  an ty m uta genu  p o ­
lega na zmianie  me ta bo l iz m u  m u ta genu  poprzez  h a ­
m ow an ie  pr oc esó w aktywacji  lub indukcję  pr ocesów  
de toksykacj i  albo też przez oba m ech a n iz m y  r ó w n o ­
cześnie.  A n ty m uta gcn cza  mo że  też polegać  na e l im i­
nacji  p r em u tag en n y ch  i m u ta g e n n y c h  uszkodzeń  
D N A  poprzez  indukcję  m e c h a n i z m ó w  nap rawy  
bezbłędne j  i ha m o w an ie  m e c h a n i z m ó w  nap ra w y po- 
zostawiającej  b łędy  w D N A  [49, 50],

Je d n ą  z na j l iczn ie j szych  grup a n ty m uta genó w  i 
a n ty k a n c e ro g en ó w  są f lawonoidy.  Z nany ch  jes t  p o ­
nad 2000  z w ią z k ó w  f l aw onu  różn iących  się s top­
n ie m u t len ien ia  łąc znika  t r ó jw ęg lo w cgo  - C - C - C ,  
s topniem hydroksylac j i  obu  p ie rścieni  a ro m a ty cz ­
nych,  po d s t aw n ik am i  O - g l i k o z y d o w y m i  grup h y ­
dr ok sy lo wyc h ,  w y s t ę p o w a n i e m  u k ła dów  ol igome-  
rycznych  ( szczególn ie  w p rz yp adk u b iof lawono-  
idów)  [51]. W  środ ow is ku  na tu ra ln ym  f lawonoidy 
w y s tę p u ją  w roś l inach  (l iście,  łodygi ,  kwiaty,  owoce)  
w wak uo la ch  k o m ó r k o w y c h  ja k o  związki  gl ikozydo-  
we  [52], a t akże ja k o  w olne  ag l ikony  f lawonoid owc 
[53], Przec ię tn ie  cz ł ow iek  sp o ży w a  dziennie  ok. 1 g 
f la w ono id ów  [54] w tym ok. 50 m g  kwe rce ty ny  [55]. 
P rzykła dami  b i of la w o n o id ó w  są: myryce tyn a ,  kwer-  
ce tage tyna,  kw erc e ty na  i jej  po nad  70 znanych  O-gli-  
k o z y d ó w  m. in.  i zokwercy t ryna ,  k w ercym cry t r yn a  i 
rutyna,  p on ad to  ka tech ina,  ga lang ina  itd. Po d s t a w o ­
w y m  efek tem  p r z y p is y w a n y m  f la w ono id om  jes t  o b ­
niżenie  przepu sz cza ln oś c i  i k ruchośc i  naczyń  ka pi ­
larnych,  dz ia łan ie  an ty ok sy dacy jn e  i chc la tujące  
jo n y  meta l i ,  a w szczególn ośc i  jo n y  miedz i  [56], 
Spośród  b io f la w o n o id ó w  dz ia łających przec iwko 
AFB,  w y m ie n ia  się kaem pfenol ,  g l ikozyd f lawono-  
lowy ru tynę  [57], a t akże wys tę pu ją ce  w zielonej  he r ­
bacie ka t ech in y  [58],

L iczn ą  g ru pę  a n ty m u ta g e n ó w  s ta now ią  b iof lawo-  
no idy  o charak te rze  po l i fenol i  (Ryc. 4.). W  w ię k sz o ­
ści są one  w y tw a rz a n e  przez  roś l iny i na jczęśc iej  wy-

Ryc.  4. Struktura ch em iczn a  flaw on oidów .

s tępują  w w a k u o la c h  k o m ó r e k  roś l innych w formie 
kw asó w  fen ol ow ych  p oł ącz on yc h  z cukrami  [57]. 
Wykazano ,  że f cno lo kw asy  takie jak:  kwas  kawowy, 
ch lo ro g en o w y  i g a lu sow y  silnie h a m u ją  ak tywność  
m u ta g e n n ą  a f la toksyny  AFB]  w obecnośc i  w ą t ro b o ­
wej frakcji  mikr osom aln e j  S9. Mutage ne za  AFB]  
była ca łkowic ie  z a h a m o w a n a  przez  lOmM kwas g a ­
lusowy;  w 75 %  przez  10 m M  kwas  ch lo ro gen owy i w 
40 %  przez  10 m M  kwas  k a w o w y  [59]. Przy jmuje  się, 
że m e c h a n i z m  tych reakc ji  po lega ł  na w iązaniu  silnie 
mutagennej  formy  epo ks yd ow e j  A FB |  przez  związki  
po l i f cno low e [60], Spośród  pol i fenol i  silne w ła ś ­
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c iwośc i a n t ym ut age nne  przec iw ko AFBi wyka zu je  
również  kwas e l agow y  [56, 61]. W  tym prz ypadku 
dane  doświadcza lne  wskazują ,  że j e d n y m  z m e c h a n i ­
zm ó w  ha m o w a n ia  m ut a g e n e z y  A F B |  m oże  być t w o ­
rzenie kompleksu  p o m ię d z y  k w a s e m  e la g o w y m  a 
a f la toksyną  [61].

Szeroko r o z po w sz echni on e  w świec ie rośl in w y ż ­
szych są również  fur anokumaryny,  do których na leży 
psoralen.  Związki  te m o g ą  w y s t ę p o w a ć  jako  na tura l ­
ne składniki  rośl in lub być w y tw arzane  przez  rośl iny 
w odpowiedz i  na dz ia łanie zw ią zk ó w  chemicznych ,  
g r zybów  lub innych p a to g e n ó w  [62-64],  W s p ó ł ­
działając z ho rm o n am i  regulu ją  one wzros t  roślin 
[65], Okaza ło  się również ,  że f u r ano ku m aryn y w y k a ­
zu ją  bardzo silne dz ia łanie a n ty m uta gen ne  w s t osun ­
ku do AF B |  [56],

VI. Podsumowanie

Przemiany,  jakim przy  udz ia le  cy to ch ro m ów  
P450,  podlega  a f la toksyn a  AFBi  w organizmie  
zwierząt  i ludzi p r o w a d z ą  albo do de toksykac ji  a f la ­
toksyny,  albo do po w s ta n ia  wysoce  reak tywnej  for ­
my epoksydowej ,  która tworząc  addukty  w D N A  za ­
począ tkowuje  proces  m u ta gen ezy  i kancerogenezy .  
Z tego też po w odu  szczególn ie  dużo  uwagi  na leży 
poświęcić  mik robio logiczne j  kont rol i  żywnośc i  za ­
równo w proces ie  produkcj i ,  j a k  i podczas  p r z e c h o ­
wywania .  Na to m ia s t  do b rą  w ia d o m o ś c ią  jest w y s tę ­
powanie  w żywnośc i  tak wielkiej  i lości natura lnych  
substancj i ,  g łównie  poc hodzen ia  roś l innego ,  które 
neut ra l izu ją mu ta ge nne  i ka nceroge nne  dz ia łanie mi- 
ko toksyn.

A r ty k u ł o tr zy m a n o  1 m arca  1999  r. 
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W dniu 6 października 1999 odbyła się w Warszawie w Sali wykładowej Instytutu 
Biocybernetyki i Inżynierii  Biomedycznej PAN

Konferencja na temat „Nowotwory: biologia, genetyka i 
immunologia”

zor gan izo wa na  przez  Instytut  Biologi i  Doświadcza lne j  im. M. Nenckie go ,  PAN, C en t r um  Onkologi i - Ins tytu t  
im. Marii  Sk łod owskic j -Cur ie ,  M ię d z y n a ro d o w y  Instytut  Biologii  Moleku larne j  i Kom órk owe j .

Program konferencj i  byl  następujący:
E. Bartnik —  N o w o t w o r y  a geny  
Z. Pojda —  Układ  i m m uno lo gi czny  a no w o tw o ry  
B. G rzc l ak ow sk a-S z t aber t  —  Procesy n o w o tw o ro w e  a apoptoza  
M. Balińska  —  Pr ocesy  s ta rzen ia  się a no wotw ory
P. Janik,  M. Małecki  —  Czynniki  angio genne  i an tyangi ogenne  w n o w otw orach  
S. Pikuła —  Lip idy  w komórce  no wotw oro wej
.1 .Duszyński  —  M eta bo l i zm  w ap n io w y  w ko m órk ach  n o w o tw o r o w y c h
J.A. Siedlecki  —  D ia gnos tyka  mole ku lar na  chorób  n o w o tw o ro w y c h
A. Deptuła —  C yt ok in y  a leczenie chorób  n o w o tw o ro w y c h
.1. Kawiak  —  Im m uno te ra p ia  n o w o tw o ró w  w układach  m od el o w y ch  i kl inice

Konferenc ja  zgrom adzi ła  ponad  300 uczes tn ik ów z różnych  oś ro dk ów  kra jowych,  b o w ie m  dzięki  p r o g ra m o ­
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I. Wstęp

Polikc tydy są g ru p ą  zw ią z k ó w  będących  p r o d u k ­
tami m eta bo l iz mu  wtó rn ego  bakteri i ,  rośl in oraz 
gr zybów  [1-4], P o m im o  o lb rz ym ie go  z różn icow an ia  
pod w zg lę dem  funkcj i  b io log icznej ,  związki  te łączy 
wspóln y  schemat  biosyntezy.  Biosynte za  pol ike ty- 
dów przebiega  na  drodze  kondensac j i  reszt  acylo- 
wych  krótkich k w a s ó w  karboksylow ych.  P ie rwotny  
produkt  kondensac j i  w da lszych  e tapach  b iosyntezy 
podlega  reakc jom mo dyf iku ją cym .  Przykłady  
zw iązków  pol i ke ty do wych  zos ta ły poka zane  na R y ­
cinie 1.

P ro mi en io wce  rodza ju  Strep tom yces  —  Gram- do-  
datnic bakte rie g lebowe,  są na jb o g a ts z y m  źródłem 
znanych zw iązk ó w  pol i ke tyd owych.  Przeważa jąca

'Dr, 2mgr inż., 3mgr, Instytut Immunologii i Terapii Doświad­
czalnej PAN, ul. Weigla 12, 53-114 Wrocław
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część z w ią zkó w  p o l ik e ty d o w y c h  w y k azu je  a k ty w ­
ność an tybio tyczną ,  często o szerokim spekt rum 
działania.  Do na jbardz ie j  z n anych  grup an t yb io ty ­
ków po l i ke tydowych na l eżą  m a k ro l id y  (e ry t ro m y cy ­
na, sp i ramycyna) ,  t e t racykl iny  a także:  po l ieny,  po- 
l ietery i p o cho dn e  ch inon owe.  Ni ek tór e  związki  po- 
l ikc tydowc pos ia da ją  w ła śc iw oś c i  p r ze c iw n o w o tw o -  
rowc ( te t ra ccnom ycy na ,  dau n o m y cy n a ) ,  p rzeciw-  
grzybicze  ( rozeofu lw ina)  bądź im m u n o m o d u la to ro -  
we  ( rapamycyna ,  z w ią zek  FK506) .  W  p rzem yś le  far ­
m ac e u ty c zn y m  w y k o r z y s t y w a n e  jes t  również  
dz ia łanie tok syczne  n iek tórych  p o ł ik e ty dów  w z g l ę ­
dem  płaz ińców,  ob le ń c ó w  i insek tów.  Zna ne  są r ó w ­
nież po l ike ty dy  dz ia ła jące  ja k o  inh ib i tory e n z y m ó w

[5-11].
Bi osyntezę  p o ł i ke ty dó w  ka ta l izuje  układ e n z y m a ­

tyczny syntazy pol ike ty dowej  (PK S —  ang.: p o ly k e ­
tide syn thase) .  Proces  b io syn te zy  je s t  bardzo  p o d o b ­
ny do b iosyntezy  d łu g o ła ń c u c h o w y c h  kw asó w  
t łuszczowych,  p r zepr ow ad za ne j  p rzez  komp leks  
w ie lo en zy m a ty cz n y  —  syntazę  k w a s ó w  t łusz czo­
wych (FAS —  ang.: f a t t y  a c id  syn thase )  (Rye. 2A). 
Podczas  b io syntezy  za ró w n o  po ł i k e ty d ó w  ja k  i k w a ­
sów t łus zczowych  zachodz i  k i lka  cykli  kondensacj i  
reszt  acy lowych,  k tórych  d o n o r e m  jest  k o enzym  A 
oraz redukcji  g rupy  ka rb on y lo we j  powsta jącego  
łańcucha  w ę g lo w e g o  [3, 12, 13]. Produk ty  pośrednie
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o er "och-
A FLA TO K SYN A  B1

(toksyna)
AKTYNO RO DYN A

(antybiotyk)

C  o .OH P H  N(CH3)2 
.OH

OHI
OH O OH O

O K SYT ET R A C YK L IN A
(antybiotyk)

CONH-

Ryc. 1. Przykłady b io log iczn ie  aktywnych zw ią zk ó w  poliketydowych.

przez  cały czas po z o s t a ją  związane  kowa lency jn ie  
(w iąz an iem  t io e s t ro w ym ) z e n zym am i  p r z e p ro w a ­
dza jącymi  ich „ o b r ó b k ę ” .

Łańc uch  p o l i k e ty d o w y  najczęśc iej  nie jes t  j esz cze  
b io logicznie  a k t y w n y m  związkiem i podlega  da l ­
szym p rzem ia no m ,  tzw. m odyf ik ac jo m  pos t-po like-  
tyd owym.  Do modyf i kac j i  tych należą:  metylac je ,  
oksydac je ,  hy d ro ksy la c je  oraz w ys tępuj ące  we 
wszys tk ich  prawie  zwią zk ach  gl ikozylacjc  [8, 12, 
14-18],

Poliketydy,  w odróżn ien iu  od kw asów  t ł usz czo­
wych,  są bardzo z ró żn ic o w a n e  st rukturalnie [8], Jest 
to wyn ik ie m  w y s tę p o w a n ia  syntaz po l ik e tyd ow ych  
różniących  się sp ecy f i cz no śc ią  subs t r a tow ą w z g l ę ­
dem cząs teczek  ro zp o czy n a jąc y ch  syntezę  ( s ta r te ro­
wych)  oraz cząs tec zek  w yd łu ża jących  łańcuch pol i ­
ke tydowy.  Syntazy  pol ik e ty dow e  m o g ą  w y k o rz y s ty ­
wać różne  cząs teczki  s tar te rowe (l iniowe i ro z ­
ga łęzione resz ty kw aso w e ,  reszty zawiera jące  
łańcuch  a l i fatyczny  lub p ie rścień a roma tyczny)  oraz 
resztę m a l o n y l o w ą  lub m c ty lo m a lo n y lo w ą  do

wyd łu żan ia  łańcucha ,  podczas  gdy syntazy kwasów 
t łuszczowych  w y k o rz y s tu ją  resztę ace ty l ową bądź 
p r o p io n y lo w ą  ja k o  star ter  oraz  m a lo n y lo w ą  podczas  
w yd łuż an ia  łańcucha.  Stopień  redukcj i  g rupy karbo- 
ny lowej ła ńcucha  pol ike tydu  może  być różny w k o ­
le jnych cyklach  kondensac j i ,  w y n ik ie m  czego jes t  
po jawienie  się różnych  grup funkcyjnych  (Ryc. 2A, 
produkty  oz na czone  a-d). Syntaza  FAS pr zep ro w a­
dza na tomias t  p e łn ą  redukc ję  grupy  karbonylowej  w 
ka żdym  cyklu (Ryc.  2A,  produkt  d). Reakcje k o ń ­
czące syntezę  łańcucha  p o l ik e ty do w ego  (cykl izacja,  
l aktonizacja  lub tworzenie  wiązania  am id ow ego  z 
am in o k w a s e m )  dod a tk o w o  w p ł y w a j ą  na z różnico­
wanie  s t ruk tur  z w ią z k ó w  pol ike tyd owy ch.  Dzięki  
obecnośc i  ł ań cuc hó w  boczny ch  i różnych  grup fun k­
cyjnych,  cząs teczki  p o l ik e ty dó w  zawiera ją  l iczne 
cent ra chiralne.

K om bin ac j a  różnyc h  subs t ra tów w po szczeg ó l ­
nych cyklach  kondensac j i  o raz z różnic ow any s to­
pień ich redukcj i  w p ł y w a j ą  na  to, że różne  syntazy 
po l ik e tydow e m o g ą  w y tw arzać  różne war ian ty  struk-
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wydłużanie łańcucha

-[2H]

redukcja

szikimylo-CoA

Ryc. 2. A —  Proces biosyntezy  k w a s ó w  tłu szczow ych  i poliketydów; a) —  produkt kondensacji reszt acy low ych ;  b), c) —  produkt c zę ś c io w o  zreduko­

wany przy w ęg lu  P; d) —  produkt ca łkowic ie  zredukowany przy w ęglu  P; B —  Przykładowe substraty w  biosyntez ie  poliketydów.

turalne produktu  ko ń c o w e g o  o takiej samej l iczbie 
a tom ów  węgla.  Ta w ła śc iw ość  syntaz  pol ike tydo-  
wych  została w y kor zys ta na  w procedurach  tzw. b i o ­
technologii  kombin a to ryczne j .  W ciągu osta tnich 
kilku lat poznano  se kw en cję  i o rganizac ję m o l e k u ­
la rną  wie lu  genów  syntaz  po l ik e ty dow ych oraz g e ­
nów enz y m ó w  p r z epr ow adz a j ących  modyf ika c je  
post -po l ike tydowe.  Sc ha ra k t e ry zo w ano  sekwencje  
odpowiada jące  d o m e n o m  e n z y m a ty c zn y m  oraz  
określonej  specyf icznośc i  substratowej.  Z a s t o s o w a ­
nie metod  inżynieri i  gene tyczne j ,  po lega jących  na 
łączeniu f ra gm ent ów  genów,  po ch o d zący ch  z ró ż ­

nych syntaz  p o l i ke t ydo w yc h  lub manipulac j i  w o b rę ­
bie je d n eg o  genu  poz w a la  na w y w o ła n ie  zmian  w 
przebiegu  w ie lo e ta p o w e g o  szlaku b iosyntezy  p ol i ­
ke tydów. W oparciu o zn a jo m o ść  ak tywnoś c i  e n z y ­
matyczne j  i specyf icznośc i  subs t ra towej  po sz c z e g ó l ­
nych dome n ko m p lek su  w i e lo c n z y m a ty cz n e g o  syn- 
tazy, na zasadach  kom bi n a to ry k i  zos ta ją  po łączone  
funkcje enzyma tyc zne ,  k tóre  w n o w y m  połączeniu  
w y tw arza ją  zmienione ,  tzn. inne niż wys tę puj ące  w 
przyrodz ie produkty.  E k s p e r y m e n ty  b iotechnologi i  
kom bina toryczne j  bę dą  o m ó w i o n e  w sposób  bardziej  
obszerny  w rozdz ia le  IV.
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P r z e p ro w a d z o n o  podzia ł  z w ią z k ó w  pol ike tydo-  
w ych  na  pol ike tydy  a roma tyczne  (Ryc . ł  A, B, C, D) 
oraz po l i ke tyd y  nic zawiera jące  p ierścienia  a r o m a ­
t ycznego  (Ryc. 1 E, F, G),  zw ane  pol ike tyda mi  o 
s t rukturze z łożonej .  Za syntezą  tych dwóch  grup 
z w ią z k ó w  u bakteri i ,  o d p o w ia d a ją  dwa rodzaje 
uk ładów  e n zym a ty czn yc h  syntazy polike tydowej  
(n ie a ro m a ty cz nyc h  —  typ I, a ro ma ty czny ch  —  typ 
II), różn iące  się s t ruk turą  i o rganizac j ą  gene tyczną.  
Typ I syn tazy jest ana logic zny  do syntazy kw asó w  
t łu sz czow ych  k rę g o w c ó w  i g r zyb ów  (FAS typu I), a 
typ II syn tazy  —  do syntazy  k w a s ó w  t łus zczowych  
rośl in i większośc i  bakter ii  (FAS typu II) [2, 3, 12, 
19-24],

Syntazy  pol i ke tyd owe typu II p ro wa dzące  syntezę 
po l ik e tydó w aro m a ty czny ch  nic bę dą  tutaj sz cze­
gó ło wo  om awiane .  Więcej  informacji  na ich temat  
zna laz ło  się w pop rz edn im  ar tykule  [3], Zo s ta ną  n a ­
tomias t  om ó w io n e  syntazy pol i ke tydowe  typu I, k tó ­
re stały się pr zedm io te m  wie lu  badań  w zakresie b i o­
technologii  kombina torycznc j .

II. Struktura m odułowa kom pleksów enzym atycz­
nych katalizujących biosyntezę poliketydów  
złożonych

Typ I syn taz po l ike tydo wych  bakteri i  reprezen tu j ą  
syntazy  makro lidów,  poz nan e  g łównie  u p r o m i e ­
niowców'. Należy  do nich  syntaza 6-dezoksyery t ro-  
no lidu B (DEBS)  —  ag l ikonowej  części  an tybio tyku  
e ry t r om ycyny  Sa ccharopo lyspora  ery thraea  [25] 
oraz syntazy takich an tyb io tyk ów  jak:  o l eando mycy-  
na w y tw arzana  przez S. an tib io t icus  [26], sp iramycy-  
na w ytw arzana  przez  S. am b o fa c ien s  [27), ty lozyna  
w yt w arzana  przez S. f r a d ia e  [28] i r i famycyna  w y ­
tw arzana  przez  A m yco la to p s is  m ed ite rrane i  [29, 30). 
Do typu  I za l iczane są ró wn ież  syntazy im mu nosu -  
presorów:  rap am ycy ny Strep tom yces  hygroscop icus  
[31] oraz związku  FK506 S trep tom yces  sp. [32, 33], 
syntaza aw erm ekt yny  (związek  s to sow any przec iw 
oble ńcom)  Strep tom yces a rerm it i l is  [34] oraz synt a ­
za kwasu  orse l inowego P en ic il l ium  cyclopiitm  [35 j i 
syntaza  kwasu  6- m e ty los a l icy low ego Penic ill ium  
p a tu lu m  [36], które synte tyzują  na jmnie j sze  znane 
związki  po l ike tydowe.  Syntaza  kwa su  6-m ety losa l i ­
cy lowego jes t  p ie rw sz ym  w y o d r ę b n io n y m  i oc z y s z ­
czon ym  bia łkiem PKS [37],

Bakteryjne  syntazy po l ik e ty dowe  typu I to uk ład 
kilku m ul t ie nz yma ty cznych  po l ip ept ydów o dużej 
masie cząs teczkowej :  od 130 000 ( syntaza  kwasu  or ­
se l inowego) do 10 70  000 ( syntaza  rapamycyny) .  
Każdy z tych po l i pepty dów skupia  l iczne do m eny  
spe łniające funkc je  ka ta li tyczne.  Do najlepiej  z b a d a ­

nych syntaz  p o l i ke ty do w yc h na leży  wy mi en io na  w y ­
żej syntaza  D E B S z S a cch a ro p o ly sp o ra  erythraea.  
W y iz o lo w a n o  i o czy sz czo n o  trzy białka wchodzące  
w skład tej syn tazy  —  D EB S1 ,  D EB S2  i DEBS3 ,  z 
k tórych każde  m a  m a s ę  w y n o s z ą c ą  ok. 300 kDa [38-
40], Sc he m a t  b u d o w y  syntazy  DE BS ,  a także sche ­
mat  organizac j i  ko d u ją cy ch  j ą  ge nów  poka zano  na 
rysunku 3A.

W  obrębie  każdeg o  po l ip ep ty du  m o ż n a  wyróżnić  
regiony  zwane  m od uła mi .  Są  to funkc jona lne  p o d ­
je dnos tk i  zaw ie ra jące  d o m e n y  enz ym atyczne  p o ­
t rzebne do pr z e p ro w a d ze n ia  j e d n e g o  pe łnego  cyklu 
kondensac j i  i redukcj i  resz ty  acy lowcj  włączane j  do 
pol ike tydu  (Ryc.  3A). D o m e n y  acylo t ransfcrazowe 
zawar te  w p o s zcze gó ln yc h  m o du ła ch  są o d p o w ie ­
dzialne za w y b ó r  resz ty acy lowcj  podlega jącej  k o n ­
densacj i  p rzy  udz ia le  d o m e n y  ke tosyntazowej ,  a d o ­
meny redukcyjne  w a r u n k u j ą  stopień redukcji  reszty 
acy lowcj.  W  skład j e d n e g o  po l ipeptydu  w cho dzą  
zwykle  2 lub 3 moduły,  mo że  być ich więcej ,  np. w 
syntazic a w e r m e k ty n y  —  4, a w j e d n y m  z po l i pepty ­
dów syntazy  r a p a m y c y n y  —  aż 6 m odu łó w  [24],

Se kw enc ja  a m i n o k w a s o w a  dom en enz y m a ty c z ­
nych oraz ich funkc ja  p rz y p o m in a  od powi ednie  d o ­
me ny e n z y m ó w  FAS. Są  to: syn taza  3-oksoacylowa 
(syntaza  3-okso acyl :A GP) ,  n azywan a  popularnie  
syntazą  [3-kctoacylową lub ke to sy nt azą  (KS),  acylo- 
t ransferaza ( t ransferaza  ace ty l o-Co A/m alony -
lo -C oA:A CP )  (AT), b ia łk owy  czynnik  przenoszący  
grupy acy lowc  (ACP) .  O pr ócz  wym ie n io ny ch  d o ­
men po d s t a w o w y c h ,  odp ow ie dz ia ln ych  za ko n d en ­
sację,  moduł  mo że  zawierać  z ró ż n ic o w a n ą  ilość d o ­
men redukcyjnych:  KR —  ketoreduktaza,  DII —  dc- 
hydra taza  i ER —  cnoi lorcduk taza ,  w zależnośc i  od 
stopnia redukcj i  resz ty  acy lowcj  w da nym cyklu. Na  
N-końc u  p ie rw sz ego  mo du łu  zn a jdu ją  się domeny:  
AT i A C P s tano wiące  tzw. mod uł  s ta rte rowy w p r o ­
wadza j ący  p i e r w s z ą  resztę  a c y l o w ą d o  kondensacj i  z 
resz tą  wydłuża jącą .  Na  C -końcu  ostatniego  mo du łu  
syntazy wys t ępu je  zazwycza j  do m en a  t ioes terazowa 
(TE) odp ow ie dz ia ln a  za hydro l izę  wiązania  t ioestro- 
wego i u w ol n ie n ie  łań cuc ha  pol ike tydu  [3, 8, 10]. 
Kole jność  u łożenia  do m e n  w m o du le  od pow iada  k o ­
lejności p r z e p r o w a d za n y c h  reakcji .

P rzepr ow adz on o badan ia  nad właśc iwo śc iam i  fi­
zycznymi  syntazy  D EB S s tosując  techniki:  w i r o w a ­
nia ró w n o w a g o w e g o ,  ogran iczone j  p roteol izy i g e ­
nerowania  wiązań  k rz yż ow ych międ zy  do m ena m i  z 
różnych modu łów.  W w yn ik u  niepełnej  p ro teol izy 
po l ipe pty dów syntazy  D E B S  można  uzyskać f rag­
menty  od p o w ia d a j ące  n i en a ru sz o n y m  modułom.  
W sk azuj e  to na w y s tę p o w a n ie  upakowanej  s t ruktury 
w obręb ie  m o d u ł ó w  i w y e k s p o n o w a n y c h  na proteoli-
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Ryc. 3. Syntaza 6-d ezoksyerytronolidu B S a cch a ro p o lysp o ra  e ry th ra e a ; A —  Organizacja genetyczna,  układ dom en w  polipeptydach kom pleksu en ­
zym atycznego  syntazy oraz produkty pośrednie kolejnych etapów biosyntezy; eryA I, eryA II, c r y A I /I —  gen y  syntazy; DEBS I —  3 - pol i ­

peptydy syntazy; objaśnienia pozostałych skrótów w  tekście.  A — 6-d ezoksyerytronolid  B (1) wytwarzany przez nie zm ieniotą  syntazę; B-F - 
modyfikacje  genetyczne  syntazy D EBS; B —  delecja dom en y KR modułu 5 powoduje  wytw orzen ie  5 okso-pochodnej (2): 3 —  unieczynnie-  

nie dom eny ER modułu  4 powoduje  w ytw orzen ie  6,7 anhydro-pochodnej (3); D —  w prow adzen ie  diketydu bezpośrednio  do KS w  m odule  2 

przy unieczynnionej dom enie  KS w  module  1, zmiany struktury związku (4) uwarunkowane są strukturą reszty R (R = wodór, reszta e ty lowa  

lub fenylowa); E —  skrócona syntaza D E B S  składająca się  z DEBS1 i dom eny TE wytwarza triketyd (5); F —  skróci na syntaza D E BS  

składająca się z D E B S 1 , m odułu  3 i d om en y  TE wytwarza tetraketyd (6).

zę reg ionów łączących .  W pe w n y c h  w aru n k ach  in vi- 
t ro , w yodrębnione  mo du ły  m o g ą  samodzie ln ie  p r o ­
wadzić  konde nsa c ję  i redukc ję  łańc ucha  pol ikc tydo-  
wego [41, 42],

Na pods tawie  dośw ia dc zeń  z za s to so w an ie m  o d ­
czynnikó w s iec iu jących  okreś lono  sąs iedz two c e n ­
trów ak tyw nyc h po m ię d z y  mo du łami  sąs iadującymi  
w strukturze przes trzenne j  białka.  Badania  do tyczyły  
cent rów zawiera jących  grupy  t iolowe, uc zes t ­
n iczących  w kondensac j i :  syn tazy P-kc toacylowcj  i 
białka pr zenos zącego  resz ty acy lowe.  N a  pods tawie

tych badań  w n io s k o w a n o  o powsta waniu  funkc j ona l ­
nych par  cen t rów aktywnych:  K S- A C P,  2 k tórych ka ­
żde z loka l iz ow ane  jes t  na inn ym  łańcuchu b i a łko­
w y m  (Ryc. 4). W ys un ię to  hipotezę,  że również k o m ­
pleks en zy m a ty czn y  o s t ruk turze  natywr.ej j es t  dimc- 
rem, w k tó rym identyczne  m o du ły  są zasoc jowane 
przec iwb ieżnie  —  „ g ł o w a - o g o n ” . Domeny:  KS, AT 
i ACP t wo rzą  s trukturę  h c l i k a l n ą a  domeny redukcyj ­
ne tworzą  pętle wys ta jące  poza  helikalny rdzeń,  ale 
pozos ta jące  w zas ięgu fosfopanto tc inowego r am ie ­
nia ACP.  Tak a  organizac ja  um ożl iw ia  ciąg k o n d e n ­
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sacji  resz t  a cy lo wych przy  udzia le  dom en z lo ka l iz o­
w a n y c h  na różnych  pol ipep tyd ach  i tworzących  w 
ten sposób  nowe,  funkc jona lne  jednos tk i  o d p o w i a ­
da jące  m o d u ło m  (domeny:  KS i AT ak tywne w j e d ­
nym  cyklu  są  z lo ka l iz ow ane  na j e d n y m  pol ipepty-  
dzic,  a d o m e n a  A C P  oraz  d o m e n y  redukcyjne  a k ty w ­
ne w ty m  s a m y m  cyklu —  na pol ipeptydz ie  zor ien to­
w a n y m  przec iwbieżnie )  (Ryc.  4). Op isany  model  
funk c jo n o w an ia  syntazy pol ike tydowej  po twierdz i ły  
dośw ia d c z e n ia  rekons t rukc j i  ak ty wnych  k o m p l e k ­
sów syntazy  z z a s t os ow an ie m  bia łek o zm u to w an y ch  
d o m e n a c h  KS i A CP [39, 43-45] ,

III. Budowa genów syntaz poliketydowych  
typu I bakterii

G eny  kodujące  syntazy po l ik e ty dowe są zawsze  
z g ru p o w a n e  na ch ro m o so m ie  bak ter y jn ym  i j eśl i  
okre ś lon y  związek  ma  ak ty wność  an tybiotyczną,  t o ­

w a rz y sz ą  im geny  opo rnośc i  [24], Zespoły  genów 
syntaz typu I sk ład a j ą  się z d ług ich o twar tych  ramek  
odczytu,  które k o du ją  op isane  wcześn ie j  wieloenzy- 
m a tyc zne  b ia łka  syntazy.  Ra m ki  odczytu m ają  
d ługość  od 1 0 tys. pz (geny  syntazy  D E B S )  do 30 tys. 
pz (geny syntazy  aw e r m e k ty n y  i rapamyc yny ) ,  o d p o ­
wiednio  do l iczby mo du łó w .  P ie rw szym  zbada nym  
ze sp o łe m ge n ó w  PKS  typu  I p ro m ie n io w c ó w  są geny 
syntazy D E B S  S a cch a ro p o ly sp o ra  e ryt braccy które 
zostały w yo d rę b n io n e  ja k o  reg ion D N A  zna jdujący 
się po s tronie  3 ’ genu  opornośc i  na e ry t romy cynę  
erm E  i t ra n sk ry b o w a n y  w pr z e c iw n y m  kierunku w 
stosunku do tego genu  [8, 10, 46], Zbadan ie  i p o r ó w ­
nanie ko l e jnych  z e sp oł ów  ge n ó w  PKS I dos ta rczy ło 
in formacji  do ty czącyc h  s t ruk tury  d om enowej  i p r z y ­
puszcza lne j  sekwencj i  a m in okw aso w e j  domen.  S e ­
kwenc ja  a m i n o k w a s o w a  w re jonie cen t rum a k ty w n e ­
go od p o w ia d a ją c y ch  sobie  domen:  KS,  AT i ACP 
różnych  syntaz  charak te ryzuje  się d u ż ą  zachowaw-

DEBS 1

DEBS 2

Ryc.  4. M odel  funkcjonalnego kom pleksu en zy ­

m atycznego  syntazy 6-dezoksyerytro-  

nolidu B. Białka D E B S l ,  D E B S 2  i 

D E B S 3  tw orzą dim ery połączone w  

jedn ą  strukturę helikalną. Funkcjonalne  

DEBS 3 m od uły  są utworzone przez dom eny en ­
zym atyczne  zlo kalizowane na siostrza­

nych peptydach i pozostające w  zasięgu  

fo s fopan tote inow ego  ramienia ACP (l i­

nia falista). K om pleks  enzymatyczny  

m o że  katalizować jedn ocześn ie  syntezę  

d w óch  łańcuchów  poliketydowych.  

Kierunek przebiegu syntezy  oznaczono  

strzałkami. Objaśnienia skrótów w  tekś­
cie.
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czością.  Dzięki  ana liz ie  p o r ów na w czej  sekwencj i  
różnych  syntaz uda ło  się równ ież  wyz nac zyć  granice  
domen b iorących  udz ia ł  w redukcji  (KR,  DH, ER),  
które nie w y k a z u ją  tak w yso ki ego  p odo bi eńs tw a  se­
kwencj i  j a k  d o m e n y  p o d s ta w o w e  [39, 47], Analiza 
organizacj i  i sekwencj i  ge n ó w  P K S  um ożl iw i ła  
wyciągnięc ie  w n io s k ó w  do tyc ząc yc h  sp ecy f i czno ­
ści substratowej do m e n  b iałek syntazy oraz s t ruktury 
tych dużych k o m p le k s ó w  enz ym aty czn yc h .  C h a r a k ­
te rys tyczną  cechą  z e spo łó w  ge n ó w  syntaz  jes t  z n a c z ­
na długość  pos zcze gó ln ych  genów,  wy s t ępo w an ie  na 
końcu  5 ’ całego zespołu  gen ó w  sekwencj i  dom en o d ­
powiedz ia lny ch  za rozp oczęc ie  b iosyn tezy  (w ys tę ­
pujących  w n iek tórych  syn tazach  ja k o  osob ny gen) i 
wys t ęp owan ie  sekwencj i  d o m e n y  t ioeste razowej  na 
końcu 3 ’ zespołu  genów.  N as tęp uj ące  po sobie geny  
m o g ą  być t r ans kr ybo w ane  w p rze c iw nym  kierunku,  
j e dn akż e  ułożenie do m e n  w p o s z cz egó lnych  genach  
odpowiada  kole jnośc i  reakcj i  kondensac j i  i redukcji  
w da nym  cyklu [24],

IV. Modyfikacje genetyczne prowadzące do 
sterowanej biosyntezy poliketydów

Badania  nad pol ike tyd ami  w y tw a rz a n y m i  przez 
prom ien iow ce  zm ie rza ją  do uzysk ani a  no wych  
związ ków akt yw nyc h b io logicznie .  Dzia łan ie  n a tu ­
ralnych sy s te mó w opo rnośc i  m ik roo rgan izmó w,  a k ­
tywnych  wobec  an ty bi o ty kó w s t oso wanych  p o ­
wszechnie ,  m o żn a  w y e l i m in o w a ć  przez  z a s to s o w a ­
nie w terapii no w yc h związków.  C e le m  tych p o s z u k i ­
wań jest również  zwięk szen ie  skutecznośc i  t e r ap eu ­
tycznej  i zm nie j szenie  skut ków u bo cznych  s to s o w a ­
nych leków.

Układ domen  e n zy m a ty cz n y ch  syntaz  po l i k e ty d o ­
wych typu 1 oraz ich organizac ja  gene tyczna  o d ­
zwierc ied la s t rukturę w y tw arzan y ch  pol iketydów.  
Kolejność  u łożenia  d om en  wys tę pu ją cyc h  w p o ­
szczególnych  m o du łach  białek syntazy  od pow iada  
kolejności  reakcji  b iosyn tezy  (Ryc. 3A). Każdy  
moduł  syntazy i każda  d o m e n a  m o d u łu  są kod o w an e  
przez osobny region  genu  i sąs iaduj ą  ze sob ą  w l inio­
wej s t rukturze  białka.  Ka żda  d o m e n a  e n z ym a ty czn a  
jest  ak tywna tylko raz pod czas  b iosyntezy,  a in ge ren ­
cja w okreś lony reg ion  genu  ozna cz a  zmi anę  w p r z e ­
biegu pojedyncze j  reakcji .  Tc w ła śc i wośc i  syn taz  p o ­
l ike tydowych na rz uc a ją  sposób  m oż l iw ych  zmian  
genetycznych ,  które m o g ą  pr ow ad zi ć  do uzyskania  
po l ike tydów innych niż w a r u n k o w a n e  przez  o kr e ś l o­
ny zespół  genów.

M ożna  teoretycznie  ob liczyć ,  j a k ą  l iczbę  różnych  
ła ńcuchów  p o l ik e ty do w ych m o ż n a  uzyskać  m o d y f i ­
kując dany  zespół  gen ó w  syntazy  [48], W  r o z w a ­

żaniach tych b ie rzem y  pod  uw agę  nas tępujące  pa ra ­
metry:  l iczbę różniących  się specyf ic znoś c ią  domen 
acylo t ransferazy  roz poczynających  syntezę  ( A T L), 
l iczbę różn iących  się sp ecy f i cznośc ią  do m en acy lo ­
t ransferazy  dz ia ła jących  się w kole jnych  cyklach  
wyd łu żn ia  ( A T E), l iczbę  e n z y m ó w  de cyduj ących  o 
s topniu redukcji  ( K S + K R + D H + E R = 4 )  oraz  l iczbę 
cykli  b iosyntezy ,  której o d po w ia da  l iczba m o d u łó w  
(M). Jest  to tzw. po tenc ja ł  ko m bin a to ryczny  syntazy 
pol ike tydowej  (PK)  wy ra ża ją cy  się wzorem:  

P K = A T l x (ATe x 4 ) m

Teore tyczny  zbiór  kombinac j i  s t ruk turalnych  p o ­
l ike tydów je s t  znacznie  szerszy  niż zb iór  okreś lony  
p o w y ż s z y m  wzorem,  k tóry  nie uw zg lę dn ia  takich 

c zyn ników w pły w a ją c y c h  z różn ico wa nie  s truktur  
jak:  s te reospecyf iczność  reakcj i  p rowadzone j  p rzez  
acy lo t ransferazę  i ke to reduktazę ,  oraz działanie  
czynnik ów  mod yf iku jącyc h .  W  prak tyce ,  moż l iwość  
uzyskania  dzięki  m an ip u la c jo m  ge ne ty czny m  z ró ż ­
n ic ow any ch  s t ruk tur  p o l i ke ty dow ych jes t  og ran ic zo ­
na spe cyf icznośc ią  sub s t ra to w ą  en z y m ó w  biorących  
udz ia ł  w wie loe tapowej  syntezie.

Badania  nad uzysk an iem na  drodze  bio logiczne j 
po l ik e tydó w o „n ie na tu ra ln e j” s t ruk turze  do tyc zą  
przede  ws zys tk im  syntazy D E B S  S a c c h a ro p o ly sp o ­
ra e ry th ra e a , której układ en z y m a ty c zn y  oraz zespół  
kodują cych  j ą  ge nów  s ta n o w ią  p ie rwszy  dobrze p o ­
znany  sys tem typu I. Os ta tn ie  badania,  które d o p r o ­
wadzi ły  do poznan ia  zespołu  ge nów  również  innych 
syntaz typu I: awermektyny ,  o leandomy cyny ,  rapa- 
mycyny,  sp i ramycyny,  tylozyny,  związku  FK506 i ri- 
f amycyny potwie rdz i ły  charak t e r  „ m o d u ł o w y ” orga ­
nizacji  genó w  tych  syntaz  i z apoczą tkow ały  d o ­
świadczenia  nad o t r z y m y w a n ie m  zmie nio nych  
st ruk tura ln ie  po l ik e ty dó w w ytw ar zan ych  przez  te 
syntazy [49-56].

Al te rna tywny,  w z g lę d e m  metod  b io t echnol og ic z ­
nych,  sposób  o t r zy m y w an ia  różnorodnych  
zw iązk ów  che m ic z n y ch  o potenc ja lne j  ak tywnośc i  
fa rmakologiczne j  o f e ru ją  m e to dy  chemi i  k o m b in a to ­
rycznej .  W wy ni ku  syntezy  chemiczne j  uzyskiw ane  
są wa r ian ty  s t ruktura lne  tw orzące  tzw. biblioteki  
k om bi na tor yc zn e  ok re ś lo nego  związku .  Związk i  te 
są sp rawdzane  pod  w z g lę d e m  właśc iwośc i  b io lo­
gicznych.  M e tody  chemi i  kombin a to ryczne j  za s to ­
sowano w syntez ie  p e p ty d ó w  [57], ry b o zy m ó w  [58] 
a także innych,  b io log icznie  ak t yw nych  zw iązków  
organicznych  [59], P o w a ż n y m  ogran iczeniem w s to­
sowaniu  me tod  syntezy  chemiczne j  są t rudnośc i  w 
syntezie zw ią z k ó w  o dużej  l iczbie cen t rów chiral-  
nych  [29, 30], Związk i  takie m o g ą  być wy twa rzane  
przez mikroorganizmy.  Stale wzras ta  więc za in te re ­
sowanie  b io te ch no lo gi ą  k o m b in a to ry c z n ą  na tura l ­
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nych pol i me rów:  po l ik e ty dó w i an tybio tyków pepty-  
do w y ch  [60-62],

IV-1. M anipulacje  genetyczne w obrębie modułu

P o d s t a w o w ą  je d n o s t k ą  fun kc jon a lną  syntaz  po l i - 
ke t y d o w y ch  typu I j es t  moduł.  Z a o bse rw ow ano ,  że 
powsta łe  w wyn iku  mutac ji  zm ia ny  a m in o k w a s ó w  
unieczynn ia jące  do m en y  KS m o d u łó w  od N -k oń ca  
b iałek D E B S nic w p ł y w a j ą  na ak tywnoś ć  m od uł ów  
po ło żo ny ch  dalej tj. w k ie runku C-końca  tych białek. 
Przekon ano się o tym w w y n ik u  dośw iadczenia ,  w 
k tórym do ko m ó rek  z un ie czy n n io n ą  d o m e n ą  KS 
p ie rw szeg o  m o d u łu  po d aw an o  subst ra t  będący  j e d ­
nocześn ie  metabol i tem pośr edn im  na drodze  b i o s y n ­
tezy. Jest  to d ike tyd  —  produkt  kondensac j i  s ta r tero­
wej cząsteczki  p ropiony lowej  z resz tą  me ty lom alo-  
n y lo w ą  (Ryc. 3D). Z w ią zek  taki,  choć  nie wys tępuje  
w postaci  wolnej ,  j es t  n o rm a ln y m  prod uk te m  k o n ­
densacj i  p rowadzone j  p rzez  d o m e n ę  KS z mo du łu  1. 
Zos ta ł  on „z a a k ce p to w a n y ” przez  do m en ę  KS z 
mo duł u  2, u legał  kon densac j i  i modyf ikac j i  przez  
dalsze moduły,  aż do uzyska nia  oczekiwa nego,  nic 
zmi en ionego  produktu  k o ń c o w e g o  6-dczoksyery-  
t ronol idu B [43, 44],

Ko l inearność  dom en  k o d o w any ch  w obrębie  g e ­
nów oraz  porządku  reakcji  ka t a l i zowanych  przez d o ­
meny  enzy m a ty czn e  została  wy kor zy s ta na  w d o ­
świadczeniach  inaktywacj i  po j edync zych  dome n re ­
dukcyjnych  przez w p ro w a d z e n ie  od powied nic h  m u ­
tacji w kod ujących  je  genach.  W wyniku  delccji  (w 
obręb ie  genu)  została un ie czynni oną  do m en a  ketore-  
du kta zowa  mo du łu  5 syntazy  DE BS ,  a w wyn ik u  
ukierunkowanej  m u tage ne zy  zosta ła  un ieczynnioną  
do m ena  enoi l oredukt azow a mo duł u  4 tej syntazy [8] 
(Ryc. 3B-C).  Mutanty  zawiera jące  n i eak ty w n ą  d o ­
me nę  redukcyj ną  wy tw arz a ły  n icz rc du kowanc  p o ­
chodne  erytromycyny,  odpowiednio:  5 -okso-pochod-  
ną  i anhydro-pochodną .

St ra tegią a l t e rna tywną  do mutac ji  genu  jes t  t w o ­
rzenie ge nów m o za ik ow yc h ,  o zmienione j  funkcji .  
Klono wano  pojedynczy  gen kod ują cy  pol ipeptyd  p o ­
siadający ak tywnośc i  dw óch p ie rwszych  m od u łó w  
syntazy w połączeniu  z f ragm en te m  genu  kodu jąc ym  
k o ń c o w ą  d o m e n ę  t ioeste razową.  Ten układ  g e n e ­
tyczny  o t rzymał  na zwę DEBS1 + TE (Ryc. 3E). 
W p row adzon o  do niego,  na mie jsce  aktywnej  d o m e ­
ny KR modułu  2, reg ion  o dpow ia da ją cy  dome nie  ke- 
to reduktazy z mo du łu  3 DEBS,  gdzie  wys t ępuje  ona 
ja k o  domena  n ieaktywna.  W wynik u  tej w y m ia n y  d o ­
men o t rzymano,  zgodnie  z oc zekiw an iem ,  niezredu-  
ko w an y  triketyd ja k o  produkt  zm ie ni onego  układu 
enzymatycznego .  Tr iketyd —  produkt  dw óch ko le j ­

nych kondensac j i ,  j es t  p ie r w s z y m  s tabi lnym p ro d u k ­
tem po śr edn im  nic z m odyf ik ow ane j  syntazy (Ryc. 
3E). W podo b n y  sposób  p rz e p ro w a d zo n o  w y m ia nę  
tej samej d o m e n y  KR z D E B S 1 + T E  na dwie domen y 
b iorące udz ia ł  w redukcji  po l ike tydu  —  KR i DH z 
syntazy  r a p a m y c y n y  S trep to m yces  h yg ro sco p icu s . 
W yn ik ie m  tej zm ia ny  było o t r zymanie  p r z e w id y w a ­
nego zw ią zku  zawi era j ącego  wiązanie  pod wójn e  z a ­
miast  g rupy  hy droksyl ow ej  [62], W y m i a n a  domen 
redukc yjn ych  p o m ię d z y  ge nami  syntaz,  j a k  s twier ­
dzono na po ds ta wi e  ana l izy  ich sekwencj i ,  j es t  m o ­
ż liwa  dzięki  w y s t ę p o w a n iu  s t osu nkow o długich,  
ok a la jących  je  r eg i onów  D N A ,  k tóry m nie pr zypi sa ­
no okre ś lo nych  funkcj i  b io log icznych .  Dla  m o d y f i ­
kacji  gene ty czn ych  m o g ą  służyć  ja k o  regiony w y ­
znacza jące  zakres  w y m ie n ia n e g o  D NA i oddz i e ­
lające mie jsc a  o określone j  funkcji  katal i tycznej .

W n a t y w n y m  bia łku  syntazy  d o m e n y  redukcyjne  
tw or zą  pęt le zna jdujące  się poza  s trukturami  helikal-  
nymi  a ich w y m ia n a  nie z m ie n ia  tej st ruktury [8, 41, 
66], Okaza ło  się je dnak ,  że w y m ia n a  f ragmentów 
D N A  międ zy  ze społami  gen ó w  PKS może  dotyczyć  
także do m en acyl o t ra ns fe razow yc h ,  wcho dzących  
oprócz  KS i ACP,  w skład he l ika lncgo  rdzenia synta ­
zy (Ryc. 4). W zespole  g e n ó w  syntazy platenol idu 
S trep tom yces  a m b o fa c ien s  ( agi ikonowej  części  an ty ­
b iotyku m a k ro l id o w e g o  sp i ra my cyny )  w ym ie ni ono  
sekwencję  ko d u ją c ą  mo du ł  pe łn iący  funkc ję  wyboru  
reszty star terowej na se kw enc ję  m o duł u  s ta r te rowe­
go z zespołu  g e n ó w  syntazy  ty lak tonu Strep tom yces  

f r a d ia e  ( ag l ikonowej  części  makro l i du  tylozyny).  W 
wyn iku  ekspresj i  m o z a ik o w y c h  gen ów  ot rzymano 
pol ike tyd  zaw ie ra jący  d o d a t k o w ą  grupę  mety l ow ą 
od po w ia d a ją c ą  w p r o w a d z e n iu  przez  syntazę propio-  
nylowcj  reszty s ta r te rowej  zamias t  reszty acctylo-  
wej.  N o w y  z w ią zek  po l i k e ty d o w y  wytw arz any  był  w 
ilościach p o r ó w n y w a ln y c h  do na tura lnego  produktu 
syntazy. Pozos ta je  do zbadan ia  w p ły w  uzyskane j 
modyf ikac j i  na a k ty w no ść  an tyb ak te ry jn ą  związku.  
M od yf ikac ja  e ry t ro m y c y n y  A w an a lo gic znym  re­
gionie cząs teczki  w p ły w a  b o w ie m  na jej  ak tywność  
wobec  szczepów  oporn ych  na makro l idy  [67],

P ie rwsza  do m e n a  acy lo t ra nsfe razow a  syntaz,  k tó­
ra w p ro w ad za  cząs te czk ę  s ta r terową,  wykazuje  
p e w n ą  tole ranc ję  w z g l ę d e m  „n ien a tu ra ln yc h” s ub ­
stratów. D oty czy  to szczególn ie  układu  DEBS 1 + TE 
[53, 68], W p r o w a d z e n ie  subs tra tu  innego niż na tu ­
ralny poc iąga  za  sobą  u t w or zeni e  zmien ion ego  p ro ­
duktu cząs tko wego.  W  p rz ypa dku syntazy 
składającej  się z k o m p le k s u  wszys tk ich  trzech 
białek,  p rodukt  ten, na skutek  zmienione j  struktury, 
nie zawsze  zos ta je ro zp o zn an y  ja k o  substrat  przez 
kole jno dz ia ła jące e n z y m y  cyklu.
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Syntaza m ak ro l i d o w e g o  z w iązku  —  awerm ek ty-  
ny może  roz poczynać  syntezę  po l ikc tydu  w y k o r z y ­
stując ponad  40  a l t e rna t yw nych  subs t ra tów —  k w a ­
sów ka rboks ylow ych,  k tórych  reszty najczęściej  s ta­
n o w ią  rozga łęz iony  łańcuch  w ę g l o w y  [69-71],  Tę  t o ­
lerancję subs t r a tow ą star te rowej do m en y  AT syntazy 
awe rm ek ty ny  w y k or zy s ta no  tworząc  mo za ik ę  g e ­
nów syntazy a w e rm e k ty n y  z ge na mi  syntazy DEBS 
pozbawionej  własne j  d o m e n y  s ta rte rowej .  W  zespole 
g enów  awermektyny ,  p od obn ie  j a k  w DE BS ,  w y s t ę ­
puje sekwencja  kodująca  s tar te rowy mod uł  
składający  się z dw ó ch  domen:  AT i ACP. Fra gm ent  
D N A  kodujący  m odu ł  s ta r te rowy syntazy  a w e r m e k ­
tyny  k lon ow an o  w m ie j scu  o d po w ie dn ie go  f r a g m e n ­
tu w układzie  D E B S  ł + TE. U k ła d  enz ym a ty czn y  p o ­
wstały w wynik u  ekspresj i  moza ik i  genów jes t  zd o l ­
ny do wyk o rzy s t y w an ia  szerszego  niż D E B S  zakresu 
a l te rna tywnych  cząs t eczek  s ta r te rowych,  także o 
rozga łęz io nym  ł ańc uchu  w ę g l o w y m  i w ytwarza  
no we  pochodne  na tura lnego  p ro duktu  t r ike tydowe-  

g°.
K lo nowan ie  po w tó rz o n o  w k o m p le tn y m  zes tawie 

genów D E B S aby p rz eko nać  się o wpł ywie  zmiany  
startera na dalsze e tapy syntezy  pol iketydu,  r o z p o ­
znanie subs t ra towe da lszych  pod jedn os tek  syntazy 
oraz ak tywność  a n ty b io ty czną  po ws ta jąc ych  p o ­
chodnych  e ry t romycyny.  D o św ia d cze n ia  tc w y k a ­
zały o lbrzymi  potenc ja ł  funkc jon a lny  syntazy  DEBS 
oraz pozos ta łych  e n z y m ó w  sz laku  b iosyntezy  e ry t ro­
mycyny,  w y k azuj ących  tole ranc ję  w zgl ęde m  z m i e ­
n ionych subst ratów.  W  w yn ik u  pr zep rowadzen ia  
opisanych  badań  o t r zym ano  wie le  no w yc h p o c h o d ­
nych e r y t rom ycyny A. Ni ek tór e  spośród  nich ch a ra k ­
te ryzowały  się w y s o k ą  a k ty w n o ś c ią  an t ybi o tyczną

[71].
W przec iwie ńs tw ie  do s ta r te rowych do me n AT, 

z różn ico wa nych  pod  w z g lę d e m  specyf icznośc i  s u b ­
stratowej,  d o m e n y  acy lo t rans fe razow e ak tywne  w 
kole jnych  cyklach kondensac j i  są  na jczęśc iej  sp ecy ­
ficzne w zg lę dem  m a l o n y l o - C o A  albo mety loma lo-  
ny lo -CoA i w łą cza j ą  do pol ike tyd u  resztę ace ty l ow ą 
albo propionylową.  Z a o b s e r w o w a n o ,  że na po ds ta ­
wie ana lizy  sekwencji  am in o k w aso w e j  tych domen 
m oż na  dokonać  podz ia łu  do m e n  AT pod w zg lęd em  
specyf icznośc i  subst ra towej  [72, 73], Z ba dano  w y ­
mienia lność do m e n  AT dw óch p ie rw szych  m od u łó w  
syntazy DEBS ,  w aru n k u ją c y c h  w łączan ie  propionia-  
nu, na do m en y  AT włącza jące  oc tan  i poc ho dzące  z 
innych syntaz.  R c k o m b in a n ty  w y tw arz a ły  now e  p o ­
chodne  e ryt romycyny,  nie zawie ra jące  grupy  m e t y ­
lowej w odpowiednie j  pozyc ji  p ie rścien ia m a k ro l i ­
dowego,  a j e den  z r e k o m b in a n tó w  w yd a jn oś c i ą  p r o ­
dukcji  do ró w ny w a ł  szczepowi  n i e z m uto w anem u .

D w a  spośród t rzech  typ ów r e k o m b in a n tó w  zawie­
rały sekw encje  d o m e n y  A T  po cho dz ące  z zespołu 
genów  PKS, k tórych produkt  po l i k e ty d o w y  nie jes t  
znany.  C ha rak t e rys ty kę  do m en  A T  ko do w any ch  
przez te geny  p rz e p ro w a d zo n o  w yłą cznie  w oparciu 
o ana l izę  sekwencji  nuk le o ty d o w y c h  [55, 74], D o ­
świadczenie  to w sk azuj e  na mo ż l iw oś ć  zas to sow an ia  
je dy n ie  czę śc io wo sc h a rak te ry zo w an y ch  genów  
PKS typu I w inżynier ii  gene tyczne j  po l ik e ty dów  o 

s t rukturze złożonej .

IV-2. Ekspresja genów syntaz

Zwię ksz eni e  m oż l iw ośc i  o t r zy m an ia  nowy ch 
z wiązk ów  p o l i kc ty do w yc h m o żn a  uzysk ać  przez za ­
s tosowanie  oczysz czoneg o ko m p lek su  e n z y m a ty c z ­
nego  syntazy,  p ro w a d z ą c eg o  b i os yn tezę  po l ik e ty ­
dów in vitro. W  w y i z o l o w a n y m  ko m ple ks ie  e n z y m a ­
tycznym,  w k tó rym przen ika ln ość  subst ratów,  w tym 
także zm od y f ik o w an y ch ,  j e s t  p rak tycznie  n ieogran i ­
czona,  m o ż n a  s to su nk ow o  ła two określ ić  specyf icz­
ność subs t r a to w ą do m e n  syntazy.  W  tym celu k lo n o ­
wano cały zespól  ge nów  D E B S  w wektorze  p la z m i­
dow ym.  Znalaz ły  się tam pod  ko nt ro lą  si lnego,  k o n ­
s t y tu tywnego promoto ra ,  po c h o d z ą c eg o  z operonu  
ak ty no ro dy ny  (pol iketyd  a ro ma ty czny)  oraz sp ec y ­
f icznego ak tywato ra  t r anskrypcyjnego .  Ekspres ję  
k lo no w anych  ge nów  badano  w komórk ach  Strepto-  
m yces coe lico lor ,  nic pos i ada j ących  zespołu  ge nów  
akty no ro dy ny  [49], O c z yszczo no  b ia łka  syntazy 
DEBS,  będące  p ro d u k te m  ekspresj i  k lono wanyc h  
genów. Pos łużyły  one ja k o  m o d e lo w y  układ,  do k tó­
rego w sposób  k on t r o l ow any  w p r o w a d z a n o  substraty 
[42, 63],

O prócz  całego  zespołu  g e n ó w  syntazy  DEBS k lo ­
nowano,  op isany  przez  nas wcześnie j  po jedynczy  
gen syntazy D E B S w poł ączeniu  z f ragm ent em  genu  
ko du jący m k o ń c o w ą  d o m e n ę  t ioes t e r azową (D EBS  1 
+ TE) [38, 43], W w y ni ku  ekspresj i  uzyskano  h y b r y ­
dowe białko.  Bia łko  to in v itro , w stanie oczyszczo ­
nym,  przeksz ta łca  podane  subst ra ty  w t nke ty d  —  
produkt  dw óch kole jnych  kondensacj i .  Produkt  ten 
ma  s t ruk turę lak tonu  (Ryc. 3E). Dzięki  swojej p r o ­
stocie i dużej  wydajnoś c i  uzys k iw an ia  tr iketydów,  
uk ład D E B S 1 + TE zas to so w ano  w wielu e k s p e ry ­
mentach ,  w k tórych  przez  określenie  specyf icznośc i  
subst ratowej  dom en oczeku je  się rozwiązań  p o m a ­
ga jących  w uzyska niu  z w ią z k ó w  o zap lanowanej  
st rukturze.  Z a o b s e rw o w a n o ,  że DEBS1 + TE w y k a ­
zuje tole rancję  w z g lę d e m  s tar terowej  reszty acylo-  
wej,  w łącza jąc  op rócz  propio ny lowe j  także resztę 
a c e ty lo w ą lub b u ty ry lo w ą  [43, 44,  55], Subs tra tem 
dla DEB S 1 + TE m oż e  być także d ike tyd  —  produkt
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pierwszej  kondensacj i .  Stosując  d ikc tydowy substrat  
w yk azano ,  że to właśn ie  d o m e n a  KS z mo duł u  2 jes t  
]cgo akceptorem.  T y m  s a m y m  dwie  do m eny  KS ro z ­
różniają,  j ak i  subst ra t  zostanie  p o d da ny  dalszej  k o n ­
densacj i .  W yk a z a n o  także,  że DEBS1 + TE p r z e ­
ksz ta łca poda ne  in vitro  subst raty w sposób  se lek­
tywny pod  w zg lą d em  s te reochemicznym.  Oznacza  
to, że wy ko rzys tu je  subst ra ty o okreś lone j  k on f ig u ra ­
cji oraz dokon uje  z m ia ny  konf igurac j i  w obrąb ie  p o ­
wsta jącego  p rod uk tu  [47, 63, 64],

O pr óc z  w y m ie n io n y c h  b iałek  syntazy o t rz yma no 
kom pl eks y  sk łada jące się z b iałka  DEBS1 oraz 
m o du łu  3 z d o m e n ą  t ioes terazową,  która podczas  
k lo now an ia  zos ta ła  um ie szczo n a  na końcu  mo du łu  3 
[40] (Rye. 3F), a także ko m ple ks  sk ładający  się z 
dw óc h ko mp le tn yc h  białek:  DEBS1 ,  D E B S 2  oraz 
mod u łu  5 i d o m e n y  t ioes te razowej [65], Wszys tk ie  te 
kom ple ksy  b ia łek powsta ły  przez ekspres ją  części  
na tura lnego  zespołu  g enó w  wraz  z f ragm en tem genu  
kodu ją cym  d o m e n ę  t ioesterazy.  W ytw arza ją  one 
nowe związki  po l ik e tydow e i są pr zedm io te m badań 
nad k in e tyką  e n z y m a ty c zn ą  zm od y f ik o w a n e g o  k o m ­
pleksu enzymatycznego .

Aby określ ić  w sposób  i lośc iowy specyf iczność  
subs tra tową,  zbadano  parame t ry  k ine tyczne  —  stałe 
ka ta l i tyczne  kkat i stałe r ó w no w agi  reakcj i  K m dla 
okreś lonych  subs t ra tów zarówno w systemie  DEBS1 
• TE ja k  i w pe łn ym kom ple ks i e  syntazy (DEBS1 t 
DEBS2 + D E B S3 )  in vitro  [53], Badania  te w sk azu ją  
na se lek tywność  subs t r a tową  dom en syntazy. Se lek ­
tywność  ta wy n ik a  z drugo-  i t rzeciorzędowej  s t ruk­
tury białek syntazy a nic jes t  w yn ik ie m  czysto m e ­
chanicznego  zes tawienia  do me n kont ro lu jących  w i e ­
loe tapow ą syntezę.  Do wy zna czen ia  pa rame t rów  k i ­
ne tycznych pos łużyły  b ia łka syntazy ocz yszczone  do 
stanu homogen nego.  Mimo,  że są to białka o dużej 
masie (DEBS1 +TE —  410 kDa)  o t r zymano je  jako  
ak tywne podjednostk i  [40].

Opisane badania  nad k in e ty ką  e n z y m a ty c zn ą  n a ­
turalnej i zmodyf iko wanej  syntazy polike tydowej  
pozwala j ą  na  lepsze poznanie  sposobu fu n k c jo n o w a ­
nia tych s k o m pl ik ow any ch  k o m p le k s ó w  e n z y m a ­
tycznych i s łużą temu,  aby w prak tyce m o żn a  było le­
piej wykorzys tać  potencjał  k o m bi na to ryc zny  syntaz.

IV-3. Zastosowanie zmienionych produktów po­
średnich biosyntezy

Jeszcze inny sposób ingerenc ji  w s t rukturę  pol ike- 
tydu polega na za s tosowaniu  zm od y f ik o w an y ch  p re ­
kursorów z om ini ęc iem p i e rws zych  e tapów syntezy 
pol iketydu.  Już wcześn ie j  opisano włączan ie  dikety-  
du —  produktu dwóch p i e rwszyc h  kondensac j i  przez

s y n t a z ę D E B S l  + T E [ 6 8 ] ,  Procedurę  tę w yk o rz y s ty ­
w ano wie lok ro t n i e  podczas  badania  specyf icznośc i  
subst ratowej  syntaz.  S tw ier dzono np. zdolność  syn ­
tazy na r ingen ic yny  N o ca rd ia  a rgen tinensis  do 
włączani a  jedno s tk i  pen tak e ty dow ej  (produkt  pięciu 
kondensac j i  po l ik e ty d o w y ch )  ja k o  prekursora  ma- 
krol idu p o w st a ją cego  łącznie  w wynik u  dz iewięc iu  
kondensac j i  [75], Jest  to na jd łuższy  oraz najbardziej  
z łożony pol ike tyd  jaki  został  do t ychczas  w y k o r z y ­
stany przez  zespół  en zy m a ty czn y  z om ini ęc iem na tu ­
ralnej drogi  b iosyntezy.  W p r o w a d z a n e  podczas  b io ­
syntezy  pol i ke tyd u  pre kur sor y  w s p ó łz a w o d n ic z ą  o 
mie jsca  ak t yw ne  syntazy  z prekur so rami  na tu ra lny­
mi. W  rezul tac ie  pow sta je  mies zanin a  związków:  o 
st ruk turze na tura lnej  o raz w y d łużany ch  prekursorów 
n iena tura lnych.

W  zespole  ge n ó w  syntazy  D E B S  w pr ow adzon o  
m u tac ję  p o w o d u j ą c ą  w ył ączenie  ak tywnośc i  d o m e ­
ny KS p i e rw szeg o  modułu .  W  ten sposób  nie mógł  
po w st aw ać  na tu ra lny  produkt ,  a wyłączn ie  jego  p o ­
chodne  powsta ją ce  w w y n ik u  wł ączania  do syntezy 
n iena tura lnych  p ro d u k tó w  pośrednich  —  t r ike tydów 
o r o z b u d o w a n y c h  resz tach,  zawier a j ących  pierścień 
a romatyczny ,  nas ycon y łańc uch  węglowy,  bądź t r i­
ke ty dów  o konf igurac j i  s te reochemiczne j  nie w y s tę ­
pującej  w na tura lnyc h  subs tra tach [44] (Ryc. 3D). 
Wykorzys tan ie  n iena tur a lnych  subs t ra tów przez syn- 
tazę D E B S u j aw ni a  jej  d u ż ą  toleranc ję wzg lędem 
zw iązk ó w  o zmienione j  s t rukturze.  Pozostałe en zy­
my szlaku b io synte zy  e r y t rom ycyn y  A także do p e w ­
nego stopnia  w y k a z u j ą  to le ranc ję  w zg lę dem  z m ie ­
n ionych  subs tratów.  Za s t os ow ani e  n iena tura lnych  
subs t ra tów w b iosyntez ie  e ry t r om yc yny wywołu je  
zm iany  w reg ionie  12-15 a tom u węgla  cząsteczki .  
Mo dyf ikac je  w tym regionie ,  j ak  s twierdzono na 
pod s ta wie  w c ześn ie j s zyc h  ba dań  nad półsyntc tycz- 
nymi  poch o d n y m i  e ry t rom ycyn y  A, w p ływ a ją  na 
z w ię ksz oną  a k t yw ność  zw ią zk u  w zg lę d em  szcze­
pów opornych  [76], Z m o d y f i k o w a n e  cząsteczki ,  p o ­
wsta jące na drodze  b iosyn tezy  są sprawdzane  pod 
w zg lą d em  ich w ła śc i wośc i  fa rma kol og icznych  i m o ­
ż liwośc i  w ykor zys ta n i a  ja k o  leki. Dzięki  za s to so w a­
niu z m o d y f ik o w a n y c h  pr ekur so rów  b iosyntezy  za ­
w iera jących  re ak ty w ne  grupy  chemiczne,  p o ­
wsta jące po l ike tydy  m o g ą  s tanowić  subs traty dla 
da lszych  modyf ikac j i  ch e m ic z n y ch  [76], Z a s to s o w a ­
nie met od  b io sy nt ezy  kombin a to ryczne j  s tanowi  d o ­
skonałe  dope łn ien ie  za s t os ow ani a  metod syntezy 
chemiczne j  dla o t r z y m y w a n ia  no w yc h związków.  Na  
drodze  syntezy  chemiczne j  w y tw arzane  są n ie do ­
stępne w przyrodz ie  prekursory ,  które z kolei są w y ­
ko rzys ty wa ne  przez  k o m pl eks  enzym a ty czn y  sy nta ­
zy. W ytw arza  ona pol ike tyd ,  k tórego  o trzymanie

POSTĘPY BIOCHEMII 45(4), 1999 329http://rcin.org.pl



przez m od yf ika c ję  c h e m ic z n ą  na tura lnego  pol ike ty- 
du byłoby  sk om p l ik o w an e  i ma ło  wyda jne  [77J.

A kty wnoś ć  b io log iczna  now o u zysk anych  pol ikc-  
tydów najczęściej  nic jes t  o p i syw ana  w do s tępny m 
pi śmiennic twie  na u k o w y m .  Informacje  te zos ta ją  d o ­
piero zawar te  w o p racow ani ach  pa t en tow ych o t r zy ­
m y w ani a  no w y ch  leków. W ię ksz ość  tych op racowań 
dosta rcza ją  duże  p rzed s ię b i o rs t wa  fa rmaceutyczne :  
Roussc l -Uclaf ,  Abbo t t  Laborator ies ,  Eli Lilly & Co. 
oraz Kosan  Biosc icnces .

V. Podsumowanie

Opisane  doś w ia dc zen ia  po k a z u ją  dy na mi czny  
rozwój  badań  zm ie rz a jący ch  do pozn ania  s t ruktury i 
organizacj i  ze sp oł ów ge ne tyc znych  syntaz po l ik e ty ­
dowych typu I o raz s t ruktury ko m p le k só w  e n z y m a ­
tycznych  tych syntaz.  Badan ia  tc dos ta rcza ją  in for ­
macj i  n i ezbędny ch  do po zna n ia  sposobu funk c jo no ­
wania  syntaz p o l ik e ty dow ych typu I. St ruk tura  p r z e ­
s t rzenna  ko m ple ksu  w ie lo c n z y m a ty cz n e g o  syntazy 
warunkuje  to, że ak ty wność  e n z ym a ty czn a  dome n 
każdego mo duł u  jes t  n ieza leżna  od ak tywnoś c i  d o ­
men m od u łó w  sąs iadu jących  w s trukturze l iniowej 
białka.  Ta właśc iwoś ć  syntaz  m a  donios łe  znaczenie  
dla manipulac j i  g ene ty czny ch  i oznacza,  że unie- 
czynnien ic  funkcj i  całego m o du łu  lub jego  zamiana  
na moduł  po chodz ący  z innej syn tazy  nie m a ją  
wpływ u na reakc je  p rz e p ro w a d za n e  przez  moduł  
sąsiedni.  S twierdzono,  że ko le jność  dom en  e n z y m a ­
tycznych  w c hodz ących  w skład m o d u łó w  ka ta l i ­
zujących  kolejne cykle  b iosyn tezy  od pow ia da  s t r uk ­
turze chemiczne j  p ow sta jąc eg o  pol iketydu .  N a s u ­
nęło to pomysł ,  że m o żn a  w pr ow adz ić  zap lanow ane  
zmiany  w procesie  b iosyn tezy  poprzez  ingerenc ję 
gene tyc zną  w s truk turę  modułu .  Geny  za równo z n a ­
nych,  j a k  i nowy ch,  częs to  tylko częśc iow o sc ha ra k ­
te ryzowanych  syntaz,  pos łu ży ły  j a k o  sk ładniki  do 
o t rzymania  m o za ik o w y ch  ze sp o łó w genów  w y t w a ­
rza jących produkty  po l ik e ty dowe o zmienionej  
strukturze chemiczne j .  Pos łu żo no  się również  
uk ładem biosyntezy po ł ik e ty dów  in vitro oraz za s to ­
sowano zm o d y f ik o w an e  prekursory  biosyntezy,  k tó ­
re są prze twarzane  przez  układ e n zym a tyczn y  syn ta ­
zy. Dośw iad czen ia  tc d op ro w adz i ły  do o t r zymania  
wie lu nowych zw ią z k ó w  po l ik e tydo wych,  które 
m o g ą  s tanowić leki lub ich prekursory.  Zas tos owan ie  
op isanych metod  b io tech no lo g icz ny ch  wciąż  nic w y ­
czerpuje potenc ja łu kom bi n a to ry czn eg o  syntaz po l i ­
ke tydowych typu I. Jego wyk orz ys t an i e  w prak tyce 
uza leżn ione  jest z a rów no od ak tyw noś c i  e n z y m a ­
tycznej  i specyf icznośc i  subs tra towej  po sz cz eg ó l ­
nych do me n ko mp leksu  w ie lo c n z y m a ty cz n e g o  syn-

tazy j a k  od rozwoj u  no w yc h  technik  i strategii  b io ­
technologii  k o m b in a to r y c z n e j .
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Zjawisko indukowanej fluorescencji chlorofilu jako 
źródło informacji o procesach fotosyntezy zachodzącej w 
roślinach i stanie środowiska 

Induced chlorophyll fluorescence as a source of 
information on photosynthesis in plants and environment 
conditions

ANDRZEJ JANKOWSKI*
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I. Wstęp

Chlorofi l  j es t  j e d n y m  z ba rw n ik ó w  rośl innych 
uczes tn iczących  w proces ie  recepc ji  energii  świat ła i

*Dr hab., Wyższa Szkoła Pedagogiczna im.T. Kotarbińskiego, 
Instytut Biotechnologii i Ochrony Środowiska, 65-561 Zielona 
Góra ul. Monte Cassino 2 lb; Uniwersytet Wrocławski, Wydział 
Chemii, ul. F. Joliot-Curie 14, 50-383 Wrocław

przeksz ta łcen iu  jej  w ene rg ię  s w o b o d n ą  reakcji c he ­
micznej  fotosyntezy.

Zakres absorpc j i  w szys t k ic h  b a r w n ik ó w  fotosyn- 
te tycznych  obe jm uje  n iemal  całe w id m o  widz ia lne­
go świat ła  s łonecznego;  j e d n a k  przy  długość  fali p o ­
wyżej  650 nm  absorpc ję  wyk a z u je  p r a k t y c z n e  j e d y ­
nie chlorofi l .  Jeżeli  więc b ę d z ie m y  wzbudzać pró bkę  
świa t łem o d ługości  fali większe j  niż 65C nm,  to 
mo ż e m y  uzyskać  czyste w i d m o  fotolumincsccnc ji  
chlorof i lu  zawar t ego  w rośl inie.

F luorcsccnc ja  ch lorof i lu  w o rganiz mi e  foiosyntc- 
tyzu jącym charak te ryzu je  się d w o m a  pasmami  e m i ­
sji z ma ks im am i  przy  około  690 i 735 n m  —  
dokładne  po łożenie  m a k s i m ó w  p a s m  jes t  za eżne od
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stanu o r g a n iz m u  [1, 2], W id m o  f luorescenc ji  ch l o ro ­
filu A w roz tworze  ace t o n o w y m  w ykazuje  również  
dwa pa s m a  emis j i  z m a ks im am i  przy 695 i 710 nm  
[3], W y s t ę p o w a n i e  dw u pa sm  emisj i  dla roz tworu  
czystej  subs tancj i  organiczne j  j e s t  z jawi sk iem raczej 
w y ją tk o w y m ;  w da n y m  w y pa dku  można  je  t ł u m a ­
czyć i s tn ien iem d i m e ró w /o l i g o m e ró w  w stanic p o d ­
s ta w o w y m  lub w z b u d z o n y m  [4, 5], Dla ch lorof i lów 
a,b,c,d,e za wa r tych  w rośl inie w id m a  absorpc ji  i lu- 
mi ncscenc j i  są zm ien ion e  a in t ensywność  obniżona  
w z g lę d e m  od po w ied n ich  w id m  czys tych  substanc ji  
w roz twor ze  [6, 7]. Jest  to wyw oł ane  g łównie  o d ­
d z ia ły w an iem  orbital i  mo lekul arnych  [8] cząs teczek  
p oło żonyc h  b l isko siebie,  p rzy ich okreś lonym 
u p o rz ą d k o w a n iu  z w ią z a n y m  z ich rolą w aparacie  fo- 
tosyn tc tycznym.

In ten sywnoś ć  f luorescenc ji  chlorof i lu zawar tego  
w kom órkach ,  j a k ą  m o ż e m y  re jest rować  przy p o m o ­
cy odpo wie dni e j  aparatury,  za leży od oddz ia ływ ania  
e le k t ron ow ego mi ęd zy  cząs teczkami  a także od 
czy n n ik ó w  apa ra tu rowych,  j a k  efekt  filtru w e w n ę t r z ­
nego i rcabsorpc ja  pro m ie ni owani a  e m i to w aneg o  [4, 
5], Z jawisk o  reabsorpc j i  p ro mi en io wani a  po lega  na 
tym,  że jeżeli p a s m o  absorpc ji  n a k ryw a  się cz ę śc io ­
wo z p a s m e m  emisj i ,  to pro m ie n io wani e  w y e m i t o ­
wane  przez  j e d n ą  cząs teczkę  może  być z a a b s o r b o w a ­
ne przez sąs iedni ą  m o le kuł ę  i zamien ione  na inny r o ­
dzaj energii .  Świa t ło f luorescencj i  em i to wane  w ra ­
mach p asm a z m a k s i m u m  690 nm jes t  silniej rcabsor - 
bo w ane  przez  cząs teczki ch lorof i lu niż świa tło e m i ­
towane  w paśmie  735 nm. Stąd wzros t  s tężenia ch lo ­
rofilu w kom ór ka ch  p o w odu je  naras tanie  in t ens yw ­
ności p a sm a  735 nm w z g lę d e m  p asm a  690 nm [3, 9], 
S tosunek  intensywnośc i  tych pa sm  jes t  więc u ż y w a ­
ny jako wsk aźn ik  zawar tośc i  ch lorof i lu  w roślinie.  
Po mia ry  takie zna jdu ją  obszerne  zas toso wanie  w 
praktyce  (zob. niżej rozdz.  V).

Z punktu  widzenia  obecne j t ematyki  na jbardziej  
interesująca  jes t  za leżność  in tensywnośc i  f luore- 
sccncji  chlorof i lu  od fun kc jonowan ia  apara tu foto- 
syntc tycznego .  In tensywn ość  f luorescencj i  w n ie ­
obecnośc i  w s p o m n ia n y c h  wyżej  a r te fak tów apara tu ­
rowych pow in na  rosnąć proporc jona ln ie  do s tężenia 
chlorofi lu.  Wydajność  k w a n to w a  fluorescenc ji  dana  
w z o re m  (1) będz ie w tych w arun ka ch  war to śc ią  
stałą.

O F = N F / N A  = kf/(kf  + k n+ k p) (1) 
gdzie NF, N A  oz nacza ją  odpow ie dn io  ilość kwa ntó w 
świat ła w y e m i t o w a n y c h  w postaci  f luorescenc ji  i z a ­
abs orbow anych ,  zaś k f, kn , k p —  są  s tałymi szybkośc i  
od pow ie dn io  emi towan ia  f luorescenc ji ,  k o n k u ­
ru jących z f luoresccnc ją  w stanic w z b u d z o n y m  
cząsteczki  p r ocesó w bez prom icni s ty ch  i reakcji  fo to­
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chemiczne j .  W z ó r  (1) wskazu je ,  że wyda jno ść  k w a n ­
towa f luorescenc ji ,  a więc  i jej in tensywność ,  j es t  o d ­
wrotn ie  pro porc jo na ln a  do szybkości  reakcji  c he ­
miczne j  fotosyntezy.  W y da jn oś ć  kw ant ow a  f luore­
scencji  chlorof i lu  w roz tworze  a lk oh ol ow ym  O f = 
0.3 , podczas  gdy dla ch lorof i lu  zawar tego  w rośl inie 
w n ieobe cnośc i  fo tosyntezy  O f = 0.03,  a w obecności  
fo tosyntezy  O f = 0 .006 [5 ]. Wid ać  stąd, że o toczenie 
chlorof i lu w o rga niz mi e  ż y w y m  daje gaszenie  f lu­
orescenc ji  a pona d to  fo tosynteza  p o w od uj e  dalsze 
obniżenie  in tensywnośc i .

W  la tach 20 o b ecn ego  w ie ku  f i .  K a u t s k y  [10] 
zauważył ,  że jeśl i  rośl inę  um ie sz c z o n ą  w c iemnośc i  
p o d d a m y  dz ia łan iu świa tła widz ia lne go  o niezbyt 
dużej  in t ensywnośc i ,  to z a o b s e rw u je m y  począ tkow o 
s łabą  f luorescenc ję  ch lorof i lu (F0) która szybko n a ­
rasta do pewnej  war tośc i  m aksym aln e j  (F M). Po p e w ­
ny m  czas ie  in t ensyw ność  f luorescenc ji  wykazuje  p o ­
wo lny  spadek,  po czym  po k i lkunas tu  minutach  
p rz y jm uje  war tość  s ta łą (F s) zb l iż on ą  do wartości  
począ tkowej .  Aby  zro zumie ć  opisany  przebieg 
zmian f luorescenc j i  w czasie —  który w dalszym 
c iągu będz ie  ok reś lany  ja k o  krzywa indukcj i  —  na le ­
ży wziąć  pod  u w a g ę  przebieg  zdarzeń  jaki ma mi e j ­
sce w k o m ór kac h  roś l innych  po zaabso rbo wa niu  
k w a n tó w  światła.

II. Związek krzywej indukcji z fotosyntetycz- 
nym transportem elektronów

Cząs teczki  ch lorof i lu  w c h o d z ą  w skład błon tyla- 
ko idó w (Ryc. 1) co p o w od uj e  specyf iczne  ich 
u po rz ądk ow ani e  w r am ach  fo t osys temó w I i II (PSI i
psii).

Tylko n iewie lka  ilość ch lorof i lu  uczestniczy  b ez ­
pośrednio  w reakcj i  fo tochemiczne j  w centrach reak­
cji (RC) . Pozostałe  cząs teczki  są zawar te  w pol ipep-  
tyd owy ch  k o m p le k sa ch  an t enow ych,  k tórych rola 
po lega  na w y c h w y t y w a n i u  energii  świetlnej  i dop ro ­
w adzen iu  jej  —  na  zasadz ie  bczpromicnis te j  m ig ra ­
cji energii  —  do RC. Sz ybkość  bezpromienis tego  
prz ekazywan ia  energi i  w obręb ie  ko m pl eks ów  ante ­
no w yc h  jes t  za leżna  od w łasnośc i  spekt ralnych 
barwników,  kąta w z a je m n e g o  us ta wie nia  m o m ent ów  
ich przejść  e le k t ro now ych i odległości  mię- 
d z y c z ą s t c c z k o w c j .

II - l .  W pływ  reakcji fotochemicznej na fluorescencję

Po n ie w a ż  ponad  90 % energii  absorbowanej  przez 
an teny  jest zu ż y w a n e  do in ic jow an ia  reakcji  fo toche­
miczne j ,  f luoresccnc ją  ch lorof i lu wyr aż on a  na kr zy­
wej indukcj i  p rzez  war tość  F0, w czasie działania
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Ryc. 1. Transport e lektronów i protonów w  błonie  tylakoidu. a) chloroplast, b) błona tylakoidu w  powiększen iu .

apara tu  fo tosynte tycznego ,  j e s t  bardzo słaba.  G dy  
kwant  świat ła  o częs to t l iwośc i  rezonansowej  dot rze 
do RC, zostaje on poch łonię ty  przez  w ys tę pu ją cą  tu 
„spec ja lną” mo le ku łę  ch lorof i lu  (SCh)  zw ią z a n ą  z 
po l ipcptydami  D] i D 2 tworząc  s t rukturę w y s t a ją c ą  
ponad b łonę  tylakoidu.  SCh u lega reakcj i  f o t oche ­
miczne j,  po lega jącej  na uw oln ie n iu  e lek tronu  i p r z e ­
kazaniu go cząs teczce  feof i tyny (Ryc.  1 —  Pheo,  
ana log chlorof ilu p o z b a w io n y  jo n u  meta lu)  [11, 12]. 
SCh zawdzię cza  sw oj ą  „sp ec ja ln ą” zdolność  do 
trwałej  separacj i  ł a d u n k ó w  w ła śc iw o śc io m  f i zy k o ­
c hem ic zny m  otoczenia  i swej s trukturze  d ime rycz -  
ncj,  zbl iżonej  p r a w d o p o d o b n ie  do s t ruktury w y s t ę ­
pującej  w cen t rum reakcj i  bakteri i  fo tosyntety-  
zujących.

W  n as tę pn ym  e tapie e lek t ron  je s t  p r zenoszony  na 
cząs teczkę  p l as toch ino nu  ( Q A) w podjcdnos tce  D 2. 
Przenies ien ie  e lek t ronu  z Pheo  na Q AJcst w a runk iem  
stabil izacji  p roduktu  reakcj i  fo tochemiczne j  
( S C h ’,E'). R edukc ja  Q A p o w o d u je  zab l okowan ie  RC 
gdyż  przy  u j e m n y m  ładun ku  Q A nic jes t  m oż l iw e  p o ­
now ne  uwoln ien ie  e lek t ronu  z zna jdującej  się w n ie ­
wielkiej  odległości  g rupy  SC h [5, 13-15],

W tej sytuacj i  dal sze kw an ty  energi i  p rzenoszone  
z anten (A) nie są zuż y w a n e  w RC na in ic jowanie  re ­
akcji fo tochemiczne j ,  l ecz m o g ą  powróc ić  do anten i 
ulegać przeksz t a łcen iu  w f luorescenc ję.  Wyraża  się 
to na krzywej  indukcj i  j a k o  wzros t  in tensywności  
f luorescencj i  od war tośc i  F 0 do war tośc i  m a k s y m a l ­
nej (F m). P ro d u k te m  redukcj i  j e s t  semich inon  Q A
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( an ionorodnik)  bę dą cy  n ies tab i lną  fo r m ą  krót-  
kożyjącą.  Na s tę pu je  więc t ransport  e lek t ronu  do d r u ­
giej cząs teczki  p las toch ino nu  ( Q b) u mi eszczonej  d a ­
lej od SCh,  w podjc dnos t cc  Di zbu d o w a n e g o  wedł ug  
reguł  podw ójne j  symetr ii  ( C 2V) ko m ple ksu  
t r ansb ło now ego  tw or zącego  PSII (Ryc.  1). Powrót  
Q a do obojętnej  e lek t rycznie  formy ch inonowej  p o ­
woduj e  o d b lo ko w an ie  RC,  a m oż l iw ość  przyjęcia  
n o w yc h  porcji  energi i  (ekscyto nów )  z anten do SCh 
poc i ąga  za sob ą  spadek  in tensywnośc i  f luoresccnc ji  
w id oczny  na krzywej  indukcji .  Jednak  ze wzg lę du  na 
to, że szybkość  przen ies ien ia  e lek tronu  z Q A- > Q B i 
dalej na N A D P  jes t  dużo  niższa  niż w poprzenich  
e tapach  t ranspor tu e lek t ronu  z SCh do Q A (10 ’11 s) 
[13, 16], s w o b o d n y  t ransfer  energii  z anten  do RC 
jes t  uza le żn io ny  od szybkośc i  da l szych  p rocesów  
transferu e lek t ronu  z Q B do N A D P  , które m u s z ą  
więc być kró tko omów ion e .

Cząs tec zka  p l as toc hin onu  Q B, zna jdująca  się w 
o d m ie n n y m  otoczeniu  niż Q A, ulega  redukcj i  do 
trwałej  formy aromatyczne j  hyd rochinonu  przez  p o ­
branie drugiego  e lek tronu  i dw óc h  pro tonów.  Na  tym 
etapie nas tępuje  po łączenie  t ransportu e lek t r onó w i 
protonów. C ząs tec zka  Q B zawiera jąca  nowo 
p rzy łą czony  e lek tron i p ro ton jes t  bo w ie m  dalej 
t ransp or tow ana  do k o m ple ksu  cy to c h ro m o w c g o  
(Cyt  b-f,  Ryc. 1). Stąd e lekt ron przenos i  się do PSI i 
jest dalej  w y k o rz y s t y w a n y  do redukcj i  N A D P  , co 
je s t  n i ezbędne  do asymi lac j i  C 0 2. Proton jes t  p r z e n o ­
szony na d ru gą  s t ronę  (wew nęt rzną)  błony  tylakoidu  
w b re w  grad ien towi  s tężenia,  co daje tworzenie  gr a ­
dientu p ro to nó w  w y k o rz y s t y w a n e g o  do syntezy ATP 
lub do t ranspor tu  innych j o n ó w  pot rzebnych  do ro z ­
woju  organizmu.  Przenoszenie  c lc t ronów z Q A—>QB 
jest  h a m o w a n e  na skutek  za leżności  od w y m i e n i o ­
nych ostatnio da lszych  e tapów trasportu e lek t ronów 
i protonów. Po wod u je  to zm nie jszenie  szybkośc i  
o twieran ia  RC i za tem spadku in tensywnośc i  f luore- 
scencj i  na krzywej  indukcj i  po przejśc iu  przez m a k ­
s i m um  ( F m). P o odp ow iedn io  d ług im  okresie  czasu 
in t ensywność  f luoresccncj i  po w in na  spaść do p o z io ­
mu po czą tk o w eg o  (F0). Ze w zglę du  na w s p ó łz a le ­
żność e tapów fo tosyntc tycznego  t ransportu e lek t ro­
nów, nawet  po d łu gim czas ie  obserwacj i  nic ma p e w ­
ności  , że po z io m F0 z o s t a ł ju ż  osiągnięty.  Poz iom  sy ­
gnału,  j aki  o t r zymuje  się po d ługim czasie o b s e r w a ­
cji (10-15  minut )  określa  się jako F s. Do wyz nacze n ia  
war tości  F 0 po t r zebny  je s t  pomi ar  na tężenia  f luore-  
scencji  bezpośrednio  po w łąc zeniu  światła,  co jest 
t rudne  do real izacj i  z p o w o d u  szybkiego  narastania  
sygnału  w czasie rzędu ps.

II-2. W yjaśnienie  m echanizm u wpływu fotosyntezy  
na fłuorescencję

W świet le op is anych  z jawisk  przebieg  krzywych 
indukcj i  f luoresccncj i  m ó gł by  być wyja śn io ny  przy j ­
mując,  że o b s e r w o w a n y  sygnał  pochodzi  z fluore- 
scencji  ch lorof i lu  zawar tego  w an tenach  lub w RC. 
Według  opinii  wyrażone j  w pracach  [17, 18] fluore- 
sccncja ch lorof i lu  w rośl inach  pochodzi łaby  z re ­
kombinac j i  ł a d u n k ó w  (SC1L,E‘) w RC. Pomiary za ­
niku s tanu w z b u d z o n e g o  ch lorof i lu  w izo lowanych  
RC i iden tyczność  p a ra m e t r ó w  f luoresccnc ji  o t rzy­
manej  przy o tw ar ty m  (F0) i za m k n ię ty m  RC (FM) [9, 
11] p r z e m a w ia ją  z d e c y d o w a n ie  za wn iosk iem,  że 
szybka f luorcscenc ja  ch lorof i lu  w roś l inach p o c h o ­
dzi z an ten a r e ko m bi nac ja  ł a du nków  w RC może  
wiązać  się z s łabą  o p ó ź n io n ą  lu m ine sce nc ją  (LDL).

Procesy  z a chodzą ce  w an tenach  i RC po absorpcji  
światła są zo b razo w an e  na ryc. 2, gdz ie  zak łada się, 
że f luorcscencja  ch lorof i lu  w rośl inach  pochodzi  
g łównie  z anten,  a r e k om bi nac ja  ła du nk ów  w RC 
może  wiązać  się z s łabą  o p ó ź n io n ą  lu minescenc ją  
(LDL)  [19-23],  Sc hem a t  ten (Ryc. 2) p rzeds tawia  
krzywe potenc ja lne  cząs teczki  SCh znajdującej  się w 
RC w stanic p o d s t a w o w y m  (G) i w z b u d z o n y m  (E), z 
z a zna cz on ym  niek tór ymi  poz io m a m i  oscyla cy jny­
mi. Strzałki  oz n a c z a j ą  prze jśc ia mi ęd zy  s tanami G,E 
cechujące  się s zybko śc i am i  k F, k D, kT ,kP (znaczenie  
symbol i  pod an o  w objaśn ien iach  do schematu) .  K o n ­
kurencja  m ię dzy  tymi procesam i  decyduje  o in ten­
sywności  f luorescemcj i  i e fek tywnośc i  reakcji  foto­
chemicznej .

Dawnie j  p r z y jm o w a n o  [24, 25J, że k , « k P i że 
czynnik iem o g ran icza ją cym  szybkość  reakcji  foto­
chemicznej  jest migrac ja  w zbu d z e n ia  z anten do RC 
(kT). Później sze  badania  w yk a z a ły  je dnak ,  że sz yb ­
kość migrac ji  w zb u d z e n ia  (ckscytonu)  jes t  znacznie 
większa  niż szybkość  separacj i  ł a d u n k ó w  (kP) [26] 
tak, że proces  pob ie ran ia  energii  p rzy  otwar tych RC 
przebiega  w w a ru n k a c h  ró w n o w a g i  między  k r i kT 
(Ryc. 2). W s k u te k  tego przy  dużych  wartośc iach  k, i 
kT mie rzony  czas życia  s tanu w z b u d z o n e g o  ch lorof i ­
lu w tkance jes t  s t o su nk ow o krótki  (niższy niż 10‘9s) 
[26],

Opiera jąc  się na przeds tawione j  interpretacj i  
k r zywych indukcji  i na sch em ac ie  po k az an y m  na 
Ryc. 2, m o żn a  ud owod ni ć ,  p rzy  paru  up ra sz ­
cza jących  za łożeniach  (zob  objaśn ien ia  do Ryc. 2), 
że w yda jno ść  k w a n to w a  reakcj i  fo tochemiczne j  (F P) 
może  być obl iczona  ła two z krz yw yc h  indukcj i  [9, 
11, 24, 25],
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C z a s

Ryc. 2. Przebieg reakcji w  R C po przekazaniu kwantu energii z (A) A —  anteny, Sch —  specjalna grapa cząsteczek  chlorofi lu . kF , v a, kD , kT , —  stałe 
szybkośc i  p rocesów  dotyczących  anten (A) fluorescencji , absorpcii światła,  dezaktywacji  bezpromienis te j,  transferu energii do RC, k , , , krv T i 

k D —  stałe szyb kośc i  p r ocesów  dotyczących w zb u d z on ego  centrum reakcji (S Ch) reakcji fo tochem icznej,  procesu powrotu energii w zb u d ze ­

nia do A  przy zam kniętym  R C —  absorpcji i dezaktywacji  bezpromienistej odpowiednio .  Pom inięto  tu m o ż l iw o ś ć  z m iany  spinu SCh w  stanie 

w z b u d zon ym  i przejśc ia do postaci tripletowej. M ożn a  za łożyć,  że  m aksim um  fluorescencji  otrzymuje s ię  przy Ff= kf /  (kf+ k D+ k D.) a min im um  

przy O f=  k / ( k r+ k D+ k D, +  kF+ k T).

Op = N R / N A  — kp/(kpFkn+kp) — Fy/Fjyj —

( F m - F o)ZFm  ( 2 )
gdzie  w ięks zo ść  sym bol i  m a  znaczen ie  takie j a k  we  
wzorze  (1) a N R  —  ilość k w a n tó w  świat ła  zużytych  
na  reakcję  fo tochemiczną .  We wzorze  (2) dla u p r o s z ­
czenia  za s to so w ano in n ą  sy m bo l ik ę  niż w  ryc. 2. 
War tości  k n i k p w ys t ępu jące  we  w zorze  (2) m o g ą  być 
w yr ażone  nas tę puj ąco  przez  symb ole  schematu:  

k n= (kD+ k D’ ) i k p = (kP+ kT)
Z wzo ru  (2) —  po  odp o w ied n ic h  przeksz ta łce ­

n iach i u p roszcze ni ac h  —  m o ż n a  w y znac zyć  stałą 
szybkości  p r o c e s ó w  b ezp rom ie n is ty ch  (kn) co m a  
znaczenie  w b adan iu  w p ł y w u  n a dm ie rne go  ośw ie t le ­
nia na  fo tosyn tezę  (zob.  niżej —  rozdz .IV) .  M o ż l i ­
wość  za s to sow ani a  w z o ru  (2) do obl iczenia  w y d a j ­
nośc i kwa nto we j  fo tosyn tezy  ( O p) i war tośc i  (kn) jes t  
p ow od em ,  że zna c z n y  wy s i łe k  został  w ł ożon y  w 
udosk ona len ie  p o m i a r ó w  F M i F 0 [9].

R ó w n o w a g a  s ta nów  w z b u d z o n y c h  ( transferu 
energii)  w k o m p le k s a c h  an t e n o w y c h  [9, 12, 26, 27] 
ustala się w czasie 1.5 x 10 ' 1's a po j ed y n czy  akt  p r ze ­
n iesienia  e lek t ronu  z SCh na  Q A zachodzi  w  czasie 
rzędu 10‘10 s [13 ,2 6] .  Prz enies ien ie  e lek t ronu  z Q Ana 
Qb w  RC (PSU) pr zeb ie ga  dużo  woln ie j  —  w czasie 
rzędu  2 x 10"4 s. G d y b y  więc  redukcja  Q A i z a m y k a ­
nie RC  przebiega ło  j e d n o c z e ś n i e  w e  wszys tk ich  c e n ­
trach, to na leża łob y  się sp odzi ew ać  , że f luorescenc ja  
będz ie narastać  w  czas ie  10”10 s po  w łą czen iu  świa tła 
a w rzeczywis tośc i  ob se rw u je  się to po  czasie rzędu 
10'3 s. O późn ien ie  to t ł u m aczy  się w s p ół za le żno śc ią  
p roc esó w  przenie s ie n ia  e lek t ronu  z SC h na  Q A i z Q A 
na  Qb oraz da lszych  e tap ów  fo tosyntezy  takie j a k  
m a g a z y n o w a n i e m  energi i  w  pos tac i  ATP i w y d z ie l a ­

nie t l enu [28, 29] (zob.  rozdz . IV) .  P odsum ow ują c ,  
p rzeb ieg  z m ia n  in te ns yw no śc i  f luorescenc ji  po  n a ­
świe t len iu  roś l iny  (k rzyw a  indukcj i )  da  się więc  za ­
dowala jąco  wy ja śn ić  przy  p o m o c y  ak tua lnej  wiedzy  
o t r ansporc ie  e le k t r onów  w tk ank ach  fotosyntety-  
zujących.

Pon ad to  za  p o w i ą z a n i e m  k r z y w y c h  indukcj i  z e ta ­
pam i  t r anspor tu  e l ek t r o n ó w  p r z e m a w i a j ą  n a s t ę ­
pujące  fakty:  a) obl iczeni a  stałej  szybkośc i  reakcj i  
fo tochemic zne j  (k P) z da nyc h  f luorymet r i i  s tac jona r ­
nej [24] d a ją  w ar toś ć  1.95 x 1 0 V ! co daje czas re a k ­
cji (1 /kp) zb l iż ony  do  czasu  u zy sk an eg o  z p o m ia r ó w  
zaniku  f luorescenc j i  (zob  wyżej )  b) p om ia ry  przy  
użyc i u  na jnowsz e j  apara tury  wykaza ły ,  że e fe k ty w ­
ność  fo to syntezy  w y l i c z o n a  z k r z y w y c h  indukcji  j e s t  
zg o d n a  z d any m i  w y m i a n y  gazowej  [30] choć  w 
da w ni e js zych  p racach  spotkać  m o ż n a  p e w n e  n ie ­
zgodn ośc i  [28, 31] c) do d a tek  inh ib i to rów fo tosynte­
zy p o w o d u je  w z ro s t  in te ns yw no śc i  na  krzywej  in ­
dukcj i ,  co je s t  c a łko wi c i e  zg odne  z p r z e w i d y w a n i a ­
mi  opa r tymi  na  za łożeniu ,  że k rz y w e  te są  p o w ią zan e  
ściśle z fo to sy n te ty c z n y m  ł a ń c u c h e m  t ranspor tu  
elek tronów.  Do p ro b le m a ty k i  tej p o w r ó c i m y  poniżej  
w  rozdz ia le  III p o ś w i ę c o n y m  t łumie niu  f luo re scen ­
cji. O be cn ie  b o w i e m  na le ży  pr zeds t aw ić  różne  typy 
k r z y w y c h  indukcj i  j a k ie  o t r zym uj e  się przy  z a s to so ­
w ani u  ro zm a i t y ch  w a r u n k ó w  oświe t len ia  i detekcji .

II-3. Interpretacja krzyw ych indukcji przy oświetle­
niu ciągłym

Oświe t le n i e  tkanki  rośl innej  p o j e d y n c z y m  i m p u l ­
sem daje m o n o to n ic z n y  w z ro s t  f luorescenc j i  do w a r ­
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tości  F m k tóra po p e w n y m  czasie u lega  obn iże niu  do 
stałej war tośc i  F s. W z b u d z e n i e  próbki  c iąg łym 
św ia t łem w id z ia ln y m  o n iezbyt  dużej  in tensywnośc i  
da je  bardz ie j  s k o m p l i k o w a n ą  k r z y w ą  [9, 28, 32] typu 
pr ze ds t aw ionego  s chem a ty czn ie  na  rycin ie  3.

W zro s t  in te nsy wnoś c i  od  war tośc i  F0 do FM m a  w 
tych  w aru n k ach  prz eb ieg  dwuetapowy.  P ie rwsze  
przegięc ie  p row adz i  do p la te au  Fi i w iąże  się z p r z e ­
n ie s ien iem e lek t ronu  n a  Q a [9, 13]. Po z io m  sygnału  
Fi (Ryc.  3 ) od p o w iad a  i lości  cen t r ów  RC,  o ob n i ­
żonej  ak tywnośc i  sp o w o d o w an e j  z a h a m o w a n i e m  
t ranspor tu  e lek t ronu  z Q A do Q b- P r z y c z y n ą  je s t  
u trudnien ie  dos tępu  do mi e js ca  w ią żąc eg o  Q B [9, 
33-38] w n iek tó rych  uk ła d a c h  RC.

Ryc.  3. Schem atyczna  krzywa indukcji f luorescencji  przy oświet len iu  

ciągłym.

In te rpre tacja  drug ieg o  przeg ięc ia  krzywej  i n d u k ­
cji da jącego p o z io m  Fj je s t  mnie j  p e w n a  lecz n a jc zę ­
ściej j e s t  ono wią zane  z g a sz eni em  f luorescenc j i  
chlorof i lu  w  an tenach  przez  R C  w  stanie u t l en io ny m  
[9], Przebieg  krzywej  na  ryc.  3 j e s t  za leżny  od n a t ę ­
żenia świat ła  w z b u d z a ją ce g o  —  przy  s i lnym świet le  
p o b u d z a ją c y m  pr zegię c i a  F ( i Fj u le g a ją  zatarciu.  
Przy  zm ie n io ny ch  w ar u n k a c h  e k s pe ry m en ta ln yc h  
o t rzymuje  się inny prz ebi eg  z m ia n  f luorescenc ji  p rzy  
oświe t len iu  c iąg łym  [28] niż p r zeds ta w io ny  na  r y c i ­
nie 3. Ksz tał t  k rzywej  indukcj i  o t rzymanej  w  id e n ­
tyc znych  w a ru n k a c h  e k s p e ry m e n tu  je s t  za leżny  od 
s tanu tkanki fo tosynte tyzującej  —  np. s twierdza  się 
znaczne  różnice  w  pr zeb ie gu  krzywej  dla liści 
żół tych,  opa da j ących  i dla z d ro w y c h  liści z ie lonych .  
Istnieje więc m o ż l i w o ś ć  za s t o sow ani a  p o m i a r ó w  f lu­
orescenc ji  p rzy  oświe t le n iu  c ią g ł ym  do p rz y ż y c i o ­
w y c h  badań  f iz jo log icznych  [32] ze w z g lę d u  na  m o ­
ż l iwość  użyc ia  przenośne j  apara tury  działającej  w 
świet le s łonecznym.

III. Tłumienie fluorescencji chlorofilu w orga 
nizmach fotosyntetyzujących

Jak  w s p o m n ia n o  wyżej  w y d a jn o ść  k w a n to w a  flu­
orescenc ji  ch lorof i lu  w  roś l in ach  je s t  wie lokro tn ie  
n iższa  od odpo wiedn ie j  war toś c i  dla ch lorof i lu  w r o z ­
tworze.  K on k u ren c j a  m i ę d z y  r óżny m i  p rocesam i  de z­
ak tywacj i  w z b u d z o n y c h  cząs t eczek  ch lorof i lu  p o w o ­
duje obniżenie  w y da jn ośc i  k w ant ow e j  f luorescencj i  
(w zór  (1)).

III-l. Czynniki tłumienia fluorescencji chlorofilu w 
roślinach

P r z y c z y n ą  obniż en ia  in ten syw noś c i  świecenia  
m o ż e  być w y korzys t an i e  częśc i energi i  z a a b s o rb o w a ­
nej na  reakc ję  c h e m i c z n ą  fo to syntezy  (wzór  (1) —— k P) 
lub na  inne  p ro cesy  zw ią zane  z fo to syntezą  p o w o ­
dujące zw ięk sze nie  wa r tośc i  k n we  w zorze  (1). W  
p ie rw s z y m  p r z y p a d k u  m ó w i m y  o fo t och em iczn ym  
t łum ien iu  f luorescencj i  (q P) a w  dr ug im  o t łumieniu  
n ie fo to c h e m ic zn y m  (qN).

N a  t łum ienie  n ie fo to ch em ic zn e  sk łada  się szereg 
p ro cesó w  z k t órych  t rzy  n a jważni e j sze  to: 1) t łu mi e­
nie za leżne  od  energi i  chemiczne j  na grom adzone j  w 
układzie  q E, zw ią zane  z tw o rz e n ie m  grad ien tu  jo n ó w  
w o d o r o w y c h  na  b łon ie  ty lak oidu  [9, 39, 40].  Efek t  ten 
je s t  p r z y p is y w a n y  ob niżeniu  p H  w ew n ą t r z  ( lumen ty­
lakoidu)  i p o d w y ż s z e n iu  p H  na  zew nąt rz  ( s t roma 
chloroplas tu)  co pr ow ad z i  do p rz e g ru p o w a n ia  cząs te ­
czek ch lorof i lu  i zw ięk sz en ia  szybkośc i  p r oc esó w 
bezp rom ie n is ty ch  (kn —  w z ó r  (1)) 2) t łumienie  
związane  z pr ze jś c ie m  f a z o w y m  w chloroplaśc ie  qT —  
s p o w o d o w a n e  fos fory la c j ą  b ia łek  w  ko m p le k sach  an ­
te no w ych co w a runk uj e  z m ia n ę  s t ruktury  gran  i lamel- 
li [9, 40] p o w o d u j ą c ą  zw ię ks zeni e  od ległośc i  międ zy  
an tenami  a RC,  co pr o w ad z i  do zm nie jsz en ia  p r a w d o ­
p od o b ie ń s t w a  t ransferu  energi i  m ię d z y  tymi  e l em en ­
tami  (zmn ie jsz en ie  k r i k T —  zob.  ryc. 2) 3) t łumienie  
fo to inh ib i torowe qi będ ące  na tu ra ln y m  m e c h a n iz m em  
adaptac j i  roś l in do szk od l iw ego  d la  organizmu,  n a d ­
mi e rn ego  oświet len ia ,  p o le g a ją c y m  na  ka ta l izowanej  
e nzym a ty czn ie  de epoksydac j i  w io la ks an ty ny  i tw o ­
rzeniu  zeaksantyny ,  k tóra  m o ż e  poś redniczyć  w pr ze ­
ksz ta łcen iu  n a d m ia ru  energi i  świet lnej  na  ciepło [13,
41].  Procesy  1-3 w y k a z u j ą  w sp ół za le żno ść  i m o g ą  z a ­
chodzić  na  s iebie —  tak, że separac ja  ich —  a szcze­
gólnie q£ je s t  t rudna.  Na j i s to tn ie j sze  je s t  rozróżnien ie  
t łum ienia  fo to ch em iczn eg o  q P od  n ie fo toc hemi cznego  
qN. Efek ty  te m o g ą  być  od sep a ro w an e  przy  zas tos o­
wan iu  za aw ansow an e j  apara tury,  dającej  moż l iw ość
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użycia do pom ia ró w  świa t ła  o różnej  in tensywnośc i  i 
częs to t l iwości  w ty m  si lnych i m pu ls ów  w y s y ­
cających,  które p o w o d u j ą  za m y k an ie  wszys tk ich  
RC. Krzywe  indukcji  m o g ą  być ba dane  przy  o ś w ie ­
t leniu c iąg łym św ia t łem o d ługośc i  fali 660 nm. Z a ­
letą takiej metodyki  je s t  moż l iw oś ć  użyc ia  lekkiej  
p rzenośne j  apara tury.  M o ż n a  uzyskać  w ten sposób 
krzywe ana logiczne  do przeds taw ione j  na rycinie 3, 
które m o g ą  przyczynić  się po średnio  do oceny  sk ład ­
n ikó w tłumienia.

III-2. Badanie składników tłumienia metodą fluore-  
scencji impulsowej

W  handlu są dos tę pne  f l uorymet ry  imp uls owe 
[30, 41-45]  z m o d u l a c j ą  ampli tudy,  spec jalnie  s k o n ­
s t ruowane  do bada nia  k r zyw yc h indukcji  f luorcsccn-  
cji chlorof ilu i oz naczan ia  sk ła dni ków  t łumienia  tej 
f luorescencji .  Apara ty  te p o z w a la ją  na po m ia r  in ten­
sywnośc i  f luorescenc ji  j a k o  sygnału  m o d u lo w a n e g o  
o określonej  częs tot l iwości ,  naw et  w obecnośc i  si l­
nego oświe t len ia  c iąg łego  (do 106 razy s i lnie jszego 
od sygnału)  [42] lecz nie u m o ż l i w ia ją  ś ledzenia  e ta ­
pów narastania  f luorescenc ji  w id o c z n y c h  na rycinie
3. Oznaczenie  sk ła dow ych t łumienia  q P i q N na apa ra ­
cie im pu ls ow ym  w y m a g a  zas to so wa ni a  t rzech ro ­
dza jów źródła świat ła  (Ryc. 4).:

1) świat ło c iągłe  p obu dz a ją ce  fo tosyntezę  lecz nic 
da jące  zamykan ia  RC (150- 200  p E  m ' 2 s ' 1)

2) świa tło  m o d u l o w a n e  nic pob udz a j ące  fo tos yn­
tezy (5-10 pE m ' 2 s ' 1 , A> 650 nm)  lecz w zbu dz a j ące  
se lek tywnie  f luorcscenc ję  chlorof i lu

3) wysyc a j ący  b łysk świa tła  p o w o d u ją c y  z a m y k a ­
nie wszystk ich  RC (>2 70 0 pE  m ‘2 s’1 ).

Gdy  impuls w y syca ją cy  pada  na roś l inę u m ie s z ­
czoną  w c iemnośc i  o t rz ymu je  się w  efekc ie  m a k s y ­
malny wzros t  f luorescenc ji  cha rak te ryzują cy  się w y ­
sok ą  war tośc ią  Fyi i F v = ( F M-F0) [43-45],  Wysokie  
war tości  F M i F v są  w y w o ła n e  brak iem t łumienia  fo­
toc hemicznego  —  gdyż  zamk nięc ie  RC u n ie m o ż l i ­
wia  przebieg  reakcji  rozdz ie len ia  ł a dunków  (Ryc. 2) 
—  a także brak iem t łumienia  n i e fo t oche m ic zn cgo  —  
gdyż w y m ie n io ne  wyżej  p rocesy  1-3, o d p o w ie d z ia l ­
ne za sk ładowe t łum ienia  q E, qT, qi nie zdążyły  ro z ­
winąć  się przy kró t ko t rwa ły m impuls ie  świat ła  (Ryc. 
4a). Jeżeli  j e d n a k  taki sam impuls  w y sy ca ją cy  jest  
podany  na rośl inę  j u ż  oś w ie t lo ną  św ia t łem c iągłym 
nic da jącym z am ykani a  RC (Ryc. 4b),  to uzyskuje  się 
niższe wartośc i  m a k s i m u m  (fm) co w y n ik a  z o b e c n o ­
ści p r oce sów t łumienia  n ie fo to chem ic zn cgo  przy 
braku  t łumienia  fo to che m ic zneg o  ( q P) z a h a m o w a n e ­
go wsku tek  zam kn ię c ia  RC po pod ani u  impulsu.  Z a ­
tem udział  t łumienia  f o to chem ic zneg o  i n ie fotochc-

mi cznego  m o żn a  oz naczyć  i lośc iowo przez p o r ó w ­
nanie  krzywych indukcji  u z ys ka ny ch  po impu ls ie  
w y syca j ącym  p o d a n y m  w obecnośc i  i n ie obe cnośc i  
oświe t len ia  ciągłego.  Za sa da  obl iczania  war tośc i  q P i 
qN z pom ia rów  f luorescenc ji  impul sowe j  w y ja śn io na  
je s t  na ryc inach  4a-c.  N a  rycinie 4c wys tępuj e  
na łożenie  2 typ ów  kr zy w y ch  indukcj i  : k rz y w a  I, bar ­
dziej rozciągnięta  w czasie,  pows ta ła  na skutek 
włączenia  oświe t len ia  c iąg łego,  nie da jąc ego  z a m y ­
kania  RC i k rzyw e II będące  sku tk iem i m p u ls ó w  w y ­
sycających.  Poz iom f0 na rycinie 4b o d p o w ia d a  k rz y ­
wej I na ryc inie  4c.

Używając  symbol ik i  ryc iny  4 o t r z y m u je m y  wzory  
(3) i (4) s łużące  do wy l ic zenia  sk ła do w yc h  q P i q N.

q P = (fm-f0) /( fm-fo’) (3)

4n  = l -(fm-f0 ’)/(FM-Fo)
O znaczanie  sk ła do wyc h  t łumienia  o p is a n ą  m e ­

todą  ma duże  znaczenia  w badan iach  fotosyntezy.  A l ­
te rna tywnie  sk ładniki  t łum ien ia  m o g ą  także być roz- 
sepa rowane  przez  dod a te k  inh ib i torów fo tosyn tezy  i 
po równ an ie  k rz yw yc h  indukcj i  w obecnośc i  i n i e ­
obecności  inhibitora.

III-3. Badanie wpływu inhibitorów fotosyntezy na 
składniki tłumienia indukowanej fluorescen-  
cji chlorofilu

W p ły w  inhib i torów fo tosyn tezy  na kr zy we in d u k ­
cji p rz em aw ia  za i s tn ien iem pow ią zani a  m ię d zy  cza ­
so wym  prz ebi eg i em zmian  f luorescencj i  a ko le jnymi 
e tapami  fotosyntezy.

Jak w ia dom o z p o m ia r ó w  wy dz ie la n i a  t lenu,  z u ­
życ ia  C 0 2 i badań  f lu or ym ct rycznych  pot rak to wanie  
liścia 3 - ( 3 ’, 4 ’- d i c h l o r o m e ty lo ) -N ,N ' - d im c ty lo m o -  
czn ik iem ( D C M U )  ham uje  przen ies ie n ie  e lek t ronu  w 
RC z Q a na Q B —  na skutek  za b lo k o w an ia  [9, 12] czy 
usz kodzenia  s t ruktury przes t rzenne j  [13] mie jsca  
wiążącego  Q B w b iałku  t r a n s m e m b r a n o w y m  
wch o d zący m  w skład PSIE

Należa łoby  więc spodz iew ać  się, że D C M U  bl o ­
kując pr zepł yw e lek t r onów  będz ie  u t rwalać  z r e d u k o ­
w a n ą  formę Q A" i tym s a m y m  z a m k n ię tą  formę  RC co 
wed ług  interpretacj i  podane j  wyżej  w rozdz iale  1 p o ­
winno  dać w efekc ie  wzros t  f luorescenc ji .  Efekt  taki 
w rzeczywis tośc i  j es t  zaw sze  w tych w aru nkach  w i­
doczny.  Dodatek  D C M U  do oświe t lone j  zawies iny  
ch loroplas tów [46] z liści szp inaku  daje d w u fa z o w y  
wzros t  f luorescenc j i  z czasami  p o ł ow ic zne go  przcrc- 
agowania  t | = l  s i t2=15 s. (Ryc. 5). P ie rwszy  z tych 
procesów  sk ł ado wych wiąże  się z p rzeni es ien iem  
e lekt ronu  z Q A na Q B i z za n ik i e m  t łumienia  fo toche ­
micznego  q P a drugi  p o w oln ie j s zy  proces  przypisuje  
się w tó rne m u za niko wi  t ł um ienia  za l eżnego  od ener-
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t

gil q E [46], Za te m  por ów na n ie  kr zywych  indukcj i  w 
obecnośc i  i n i eobecnośc i  D C M U  daje mo żno ść  w y ­
znaczenia  q P i q E gdyż  (q P+ q E ) = (Fn-F0 ) (Ryc.  5). 
Sk łado wa  t łum ienia  q E m oże  być se lek tywnie  z n ie ­
siona przez doda tek  an ty m y cy n y  [9]. M e c h a n iz m  
tego efektu nie może  być wyja śn iony  tak ła two j a k  w 
przypadku D C M U . Pow iązanie  procesu „energiza-  
cj i” błony ty lakoidu  z syntez ą  ATP  i r oz kł ad em  
wody [28, 30] jes t  p o w o d e m  ut r udnien ia  in te rpre ta ­
cji z jawisk z tym związanych .  Jednak  efekt  ten daje 
możl iwość  przybl iżone j  oceny  ro zm ia rów  q E przez  
po ró wn an ie  krzywej  indukcj i  w obecnośc i  i n ie o b e c ­
ności  an tymycyny.

Tłum ien ie  fo to inh ib i torowe qi może  być se le k­
tywnie  zn ies ione  przez  dod a tek  di t ioery trytu —  
(DTT)  czynnika  redukującego ,  da jącego  h a m o w a n ie  
deepoksy dac j i  w io l aksan tyn y  [42],

Skła dowa  t łumienia  qT zw iązana  z prze jśc iem fa­
z o w y m  w chloroplaśc ie  m oż e  być se lek tywnie  wy-

Ryc.  4. (zm od yfikow any  z pracy [42]): Fluorescencja (F) tkanki roślin­

nej jako funkcja czasu (t) mierzona w  fluorymetrze im pulso­

w ym . Ryc. 4a —  w  n ieobecnośc i  oświet len ia  ciągłego.  Ryc. 4b 

przy oświet len iu c iąg łym  (150  pE m'2 s'1 65 0  nm , ').< 600  

nm). Ryc. 4c -  krzywa indukcji (schemat)  otrzymana po 

włączeniu  (T) oświet len ia  c iąg łego  pobudzającego fotosyntezę  

przy periodycznie  powtarzanych impulsach w ysycających  

( ^ ) ,  m od ulow ane  światło (5 -10  pE n r 2 s_l 650  nm),  w y s y ­
cający impuls  światła  (0.5  s, 5000  pE n r 2 s '1 65 0  nm), słabe 

światło  pobudzające fotosyntezę: 100 pE nv2 s''.

Ryc .  5. Z m iany fluorescencji (F [ jedn.w zględne])  chloroplastów po d o ­

daniu D C M U  — jako funkcja czasu (t [sec]). Rysunek sch em a­
tyczny w ed ług  pracy [32],
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e l imi nowana  przez  doda tek  f luorku sodu ja k o  inh ib i ­
tora fosfatazy,  która jes t  kon ie czna  do ufosfory lowa-  
nia białek. Fosfory lac ja  b ia łek  k o m p le k s ó w  an te n o ­
w ych daje b o w ie m  zm ni e js zen ie  adhezj i  w granach 
chloroplas tu po w o d u ją c  wzros t  odleg łości  między  
cząs teczkami chlorof i lu  w kompleks ie ,  co prowadzi  
do zmnie jsze nia  p raw d o p o d o b ie ń s tw a  t ransferu  
energii  do RC w PSU,  oraz  do wzros tu  k„ (wzór  (2)) 
co z kolei p rowadzi  do zmnie jsz en ia  in tensywnośc i  
f luorescencj i .  Z a h a m o w a n i e  fos fatazy  przez  Na F 
daje wiec zniesien ie  qT [9, 11, 42] a po ró wnan ie  w a r ­
tości F m w  obecnośc i  i n ie obe cnośc i  NaF daje m o ż l i ­
wość  ob liczenia qT.

Badanie  sk ła dowyc h  t łum ienia  f luorescencj i  q P, 
q N, q E, qj, qT p rz y czy n ia ją  się do pogłęb ien ia  wiedzy  
nic tylko o sam ym  proces ie  fo tosyntezy  lecz też o to ­
w arzyszących  reakc jach  i o m e c h a n iz m ac h  adaptacj i  
o rganizmu do w a r u n k ó w  eks t rema lny ch  [31].

IV. Przykłady zastosowań pomiarów fluore­
scencji chlorofilu

Me tod y lumi ncsc ency jn e  ja k o  n ie inw azyjn e  i c e ­
chujące  się m a łą  b e z w ła d n o ś c ią  nada ją  się szc zegó l ­
nie do badania  szybkich  pr ocesów  t ranspor tu  e lek ­
tronu. Por ówna n ie  w y n i k ó w  badań  f luory me t ry  cz- 
nych  z wyn ika mi  innych  me tod ,  takich j a k  w y m ia n a  
gazowa,  po m ia r  p o te nc ja łó w  c z y nnoś c iow ych czy 
fo toakus tyka  [47] um oż l i w ia  pozna nie  za leżnośc i  
między  reakcjami  fo tosyntezy  jak  wy dzie lan ie  t lenu 
w PS II i n iecyk l iczny  t ransport  e l ek t ronów w PS I 
[11, 30, 3 1, 46]. Wsp ó łz a le żnoś c i  tc są ob iek tem in­
tensywnych badań  i p rz eds ta w ie ni e  ich wy kr acza  
poza  ramy obecnego  przeglądu .

Produkcja  ATP daje zm ni e jsz eni e  po tencja łu  c he ­
micznego  b łony  (ApH ) co poc iąga  za sobą  z m n ie j ­
szenie grad ien tu  pH i za t e m  zm nie jszenie  t łumienia  
(qE) [11], Za te m  ró w n o c z e sn e  oznaczan ie  q E i s tę że ­
nia ATP pozwa la  na ś ledzenie  za leżnośc i  mię dzy  
grad ien tem protonów,  po te nc ja łe m  b łony  i fosforyla - 
cją A D P [11,28] ,  tak istotnej  w świet le  h ipo tezy chc- 
miosmotyczne j .  P o ró w n a n ie  cza sow ych zmian  f lu­
orescenc ji  (F v —  zob. równ. (2) )  ze zmianami  a b ­
sorpcji  ka ro tenoi dów (515 nm)  i z awar toś c i ą  t lenu 
daje wgląd w m e c h a n i z m y  wiążące  wydzie lan ie  t le ­
nu z t ranspor tem e l ek t ro nów [48], O znaczan ie  s to­
sunku F v/ [ 0 2] jes t  u ż y w a n e  ja k o  miara  stanu u t len ie ­
nia uk ładów  fo t os ynt e tycznych  PSU i PSI co jes t  p o ­
t rzebne w badaniach  w p ł y w u  różnych  czynników,  
ja k  herbicydy,  na fo tosyntezę  [28, 46]. Poró wnani e  
zmian f luorescencj i  i wydzie lan i a  C 0 2 umo żl iw ia  
poznanie  zależności  m ię d z y  „ c i e m n y m i ” reakcjami 
fo tosyntezy a t r anspor tem  e lek t ro nów  [38], Badanie

wp ły w u  an a lo gó w  plas tochinonu,  różniących  się p o ­
tenc jałem redox,  p rzyczyni ło  się do wykr yc i a  i w y ja ­
śnienia roli a k ty w ny ch  ( a )  i n i eak tyw nych  ((3) c e n ­
t rów reakcji  w PS II [9, 34], Modyf ik ac j a  chemiczna  
a na logó w plas toch inon u (PQ)  po w o d u je  okreś lone  
zmiany  p o w i n o w a c t w a  do e lek t ro nów a za tem i p o ­
tencjału redoks.  O t r zy m u je  się w ten sposób  analogi  
PQ o w zras t a j ącym potenc ja le  redoks  które w y k a ­
zu ją  se lek tywność  w z g lę d e m  p o s z cze gó ln yc h  stopni 
narastan ia  sygnału  na krzywej  indukcj i  typu p rz ed ­
s tawionego  na rycinie.  3 (F| ,Fj).  W  powiązan iu  z in­
te rpretacją  krzywej  indukcj i  p rzy  oświet leniu 
c iąg łym podanej  w rozdzia le  III umo żl iw ia  to ocenę  
roli wybr anych  p ro cesó w  fo tosyntezy  w roślinie.  P o ­
z iom sygnału Fi j es t  z w ią zany  z ob ecno śc ią  n ieak ­
tywnych  form RC, w k tórych  z a h a m o w a n e  je s t  p rze ­
nies ienie e lek t ronu  od Q B do pul i  kom órk ow ej .  D o ­
da tek a n a lo gów  PQ o z w ię k s z o n y m  potencjale 
redoks  prowadzi  do obniżenia  p o z io m u  F, co jes t  
t ł um aczone  zm n ie js zen ie m  roli cen t rów n iektyw-  
nych.

Bez rozwo ju  me to d  f lu or ym et ryc znych  byłoby 
n iemożl iwe  dokładne  poznanie  z jawiska  fotoinhibi-  
cji, u mo żl i w ia j ąceg o  och ron ę  rośl in przed szkodl i ­
w y m  n a d m ia re m  energii  [13, 49].  N a d m ia r  taki jest 
szkodl iwy dla rośl in ze w z g lędu  na możl iwo ść  p o ­
wstawania  ' 0 2 i na d t le nk ów  [3 1, 50] które,  ze w z g lę ­
du na sw ą  r eak tyw ność  c h e m i c z n ą  p o w o d u ją  deg ra ­
dację  czy z m ia ny  ważny ch  dla życia  sk ł adników ro­
śliny. Ponadto  na dm ie rne  oświe t len ie  powodu je  
przewa gę  pr oce só w  u t len iania  zw iąz anych  z PSU 
nad procesami  redukcj i  zw ią z a n y m i  z PSI,  co może  
prowadzić  do wzros tu  s zkod l iw ego  z jawiska  fotore- 
spiracji [51], Fo t o inhib ic ja  po le ga  na uruchomieniu  
drogi dezaktywacj i  s tanu w z b u d z o n e g o  chlorofi lu  w 
antenach i RC (PSII) ,  innej niż przez  reakcję fo toche­
miczną.  Efekt  taki po w o d u je  t łum ienie  f luorescencji ,  
jeśl i  d o da tk ow a  droga  d ezak ty wacj i  polega  na bez- 
prom icn is t ym  zaniku  s tanu w z b u d z o n e g o  (wzrost  
war tości  kn —  równ.  (2)).

Badanie  za leżności  k r zy w ych indukcj i  i F \ / F M od 
in tensywnośc i  oświe t len ia  po zw ol i ło  na poznanie  
korelacj i  mi ęd zy  procesami  dezaktywacj i  bczpro-  
mienistej  wyrażonej  p rzez  p a ra m e t r y  q N i kn (wzór  
(1)) a p o z io m e m  ze aks an ty ny  [52-55]  która ma być 
odpowiedz ia lna  za rozp ra szan ie  na dm ia ru  energii  
świetlnej  w postac i  ciepła.  Proces  ten p r a w d o p o d o b ­
nie polega  na enzym atyczne j  dccpoksy dac j i  wiolak-  
santyny do zeak sa n ty ny  i t ransferze  energii  z ch lo ro ­
filu w an tenach  na zcaks an ty nę  [1 3 ,3 1 ,  52], która p o ­
siada t rudny  do wykr yc i a  ekspe ry m en ta ln eg o ,  lecz 
da jący się s twierdz ić  m e to da m i  ob l ic zenio wym i  p o ­
z iom e le k t r ono wy n iższy niż chlorof i l  [31, 56], B a ­
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dania  sp ekt ro f lu orym et ryc zne  wy kaza ły  [52-54],  że 
war tość  k n jes t  l epszym mi e rn ik ie m  bczpromicnis tc -  
go rozpr aszania  energi i  p rzy  fotoinhibicj i  niż q N co 
t ł um aczy  się tym, że na t łumienie  n ic fo toc hemic zne  
(q N) sk ład a j ą  się inne czynniki  (qE> qT) oprócz t ł u m ie ­
nia fo to inh ib i torowego (qi). Z drugiej  j e d n a k  st rony 
q N je s t  ł atwie jsze do e k s pe rym en ta ln eg o  w y z n a c z e ­
nia niż kn. W yk a z a n o  też w spół za leżność  mi ęd zy  dc- 
cpo ks yd ac ją  wio lak sant yn y  a t ranspor tem e lek t ro­
nów i p ro to nów [31, 57, 58], Badania  te n a su w a ją  
przypuszczenie ,  że p rz em ia ny  b a rw n ik ów  ksantof i -  
lowych są związane  z prze jś c i em  k o n f o r m a c y jn y m  w 
obręb ie  k o m p le k s ó w  a n te now ych  [13, 31, 49],

Me to da mi  f luor yme t ry czncmi ,  p rzy zas tosowan iu  
techniki  impulsowej  zbadano  [51, 53-55] t łumienie  
n ic fo to chemi czne  (qN) i pa ramet ry  F V/ F M i F v/ F 0 
(wzory (1) i (2)) w za leżnośc i  od in tensywnośc i  
świat ła  ak tyniczncgo  700 —  1400 pE m ' 2 s"1). B a d a ­
nia takie [59] były p r z ep ro w adz on e  na odmianie  cisu 
w ykazujące j  me tabo l iz m typu C A M ,  k tóry sam przez  
się n iwelu je częśc iowo  skutki  na dm ie rn ego  o ś w i e ­
tlenia.  S twierdzono,  że wzros t  dawki  p ro m i e n i o w a ­
nia p o w oduj e  w yr aźn y  wzros t  t łumienia  q N.

Bardzo inte resu jące  są badania  zmian  f luorescen- 
eji tkanek rośl innych  przy  oświe t len iu  p o je dy nczym  
im pu lsem  [60], W  pe wny ch warunk ach ,  p rzy z a s t o ­
sowaniu  czulej  aparatury s twierdzono per iody czne  
naras tanie i zm nie j szanie  in tensywnośc i  f luorescen-  
cji, co wy ja śn i ono  przez oscy lacyjne  dochodz en ie  do 
równow ag i  wsp ółz a le żnych  p rocesów  transportu 
e lekt ronu  i p ro tonu  i rozk ładu  w ody  w PSII.

Metody  luminesc cncyjn c  są też szeroko w y k o r z y ­
s tywane  do badania  stanu f iz jo log icznego ro ś l in no­
ści, w p ły w u  zanieczyszczeń  i degradacj i  ś ro dow isk a  
na stan o rg an izm ów  fo tosynte tyzujących .

V. Zastosowanie metod luminescencyjnych  
do badania stanu roślin i stresu

Dzia łalność gospoda rcza  cz łowieka  pow od uj e  d e ­
gradac ję  ś rodowiska  na turalnego.  Prowadzi  to do p o ­
gorszenia  w a ru n k ó w  wegetacj i  a nawet  do zaniku  r o ­
śl inności  na pe wnych  obszarach.  Z tego w zg lęd u  
byłoby bardzo korzys tne  op racow an ie  metody  s z y b ­
kiego w ykryw an ia  zagrożenia  przed po ja w ie n ie m  się 
n i eodw raca lny ch  zmian.  M eto dy  lum incscencyjne  są 
często w ykorzys t yw ane  do badania  stanu roślin.

Duże  znaczenie  w badaniu  s tanu ś rodowiska  m a j ą  
zda lne  pomiary  —  wzbudz ane j  l aserem z samolo tu  
czy satel i ty —  f luoresccncj i  ch lorof i lu zawar tego  w 
rośl inach  [1, 30], Przy zas to sowani u  świa tła  w z b u ­
dzającego  o określonej  częs to t l iwośc i  im pu ls ów  i 
d ługośc i  fali można  badać zda lnie f ł uorescencję  m i ­

kro or ga ni zm ów mo rsk ic h  czy  lasów na dużych o b ­
szarach przy  pe łnym świe tle s łon eczny m [36, 61], 
Wyznacza ją c  s tosunek  F 690/ F 7 35 ( zob wstęp) określa 
się w ten sposób s topień zagrożenia  ś rodowiska.

Do okreś lan ia  wp ły w u  cz ynn ik ów s t resowych na 
rośl iny wy ko rzys tu je  się po m ia ry  F V/ F M ,qP, q N [48, 
62, 63]. Do badania  s t ruk tury  i s tanu ko mp le ks ów 
ante nowyc h za s to sowan ie  zna jduje  fakt, że p o ­
wierzchnia  nad k r z y w ą  indukcj i  (P) jes t  p ropor c jo ­
nalna  do ilości cząs teczek  chlorof i lu  w kompleks ie  
an t e n o w y m  [3, 9],

t — hu
P =  J ( F M - F ) d t  (5)

i =0
gdzie  tm oznacza  czas  w j a k i m  sygnał  na krzywej in­
dukcji  osiąga  war tość  F M.

Ponadto  do d ia g n o zo w an ia  s tanu rośl in stosuje się 
pa ramet ry  ekspe ry m ent a ln e  j a k  war tość  Rfd (Rfd = 
( F m-Fs)/Fs) i w s pó łc zynn ik  adaptacj i  A p = 1-(1 + 
R f d 735) / ( l + R f d 69o) [1]. Dla na rm a ln yc h  orga niz mów  
fo tosynte tyzujących  ży jących  w bezs t re sow ych w a ­
runkach  o t rzymuje  się na jczęśc iej  [ 1 , 3 ,  64] nas tę ­
pujące pa ra m e t ry  f luoresccncj i :  F 690/F 735 = 0.8-1.0,  
F v/ F m = 0.8-0.9,  R fd 690 = 3-5.8,  R f d 735 = 1 -2.5, q P =
0.8, q P = 0.35, Ap = 0.1 -0.3. Liczne  wyniki  wskazują ,  
że och łodzenie  p o w o d u je  znaczny  spadek wartości  
F v/ F m (od 0.83 do 0 .68-0 .36)  przy  stałej wartośc i F 0 . 
Przegrzanie  rośi n daje zmni e j sze nie  F V/ F M przy 
wzrośc ie  F 0 [1, 9], T łu m a c z y  się to u sz kod zenie m 
apara tu  fo tosyn tc t yczncgo  na skutek  przegrzania  i 
n iepe łnym w y k o rz y s t a n i e m  energii  świetlnej ,  która 
częśc iowo jes t  p rz e t w arzana  na f łuorescenc ję.  B ada ­
no też w p ły w  hc rb ic ydó w[  1 ], ul traf iole tu (UV-B)  
[65, 66],  z an i eczys zczeń  pow ie t rza  [1 ] i gleby (np. 
meta lami)  [64, 67] na  f łuorescenc ję  chlorof ilu w ro ­
ślinach.  W  li teraturze istnieje wiele danych o z m ia ­
nach krzywyc h indukcji  pod  w p ł y w e m  czynników 
s tresowych [ 1 , 3 ,  30, 32, 37, 38, 52, 68-70],  Dane te 
na jczęściej  były uz ys kan e  w różnych  w arunkach  i 
przy zas tosowan iu  odmie nnej  aparatury.  Stąd dla 
większośc i  z tych p o m ia r ó w  nie m ożna  znaleźć 
wspólne j  war tośc i  porów na w czej .  W zg lędne  zmiany  
ob se rw o w an y ch  p a ra m e t ró w  luminescenc j i  p o w ta ­
rza ją  się dla zde cydow ane j  większośc i  ek s p e r y m e n ­
tów. N adm ie rne  oświe t len ie  p ro m ie n io w an iem  w i ­
dz ia lnym po w o d u je  spadek  F v (wzór  2) i q P (III-2 i 
wz ór  4) p rzy  w zrośc i e  F 0 [1, 41],  Przy u m ia rk o w a ­
nych d aw ka ch  UV-B obse rwuje  się wyraźne  zm n ie j ­
szenie F \ / F N1 przy  s ta łym F 0 i Fs, [1, 9], W  obecności  
s t resowych c z yn ni ków  ś rod ow is kow ych,  t akich jak  
amon iak  lub t ró j t lenek  siarki obse rw o w an o  spadek 
F m i F V/ F M i wszys tk ich  sk ła dn ikó w t łumienia  [1, 9], 
N ie dobó r  sk ł adnik ów  min era ln ych  pow od uj e  z n acz­
ne zm nie jszenie  P (w zór  5) co jes t  o z nak ą  u s z k o d z e ­
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nia anten [9]. I s tnieją  też doniesien ia  o w y k o rzy s t a ­
niu krzywych indukcj i  do określania  stopnia  de g ra ­
dacji lasów [3, 68, 70]. Z naczne  uszkodzenie  dr ze ­
wos tanu  powod uj e  wy ra źn e  zm iany  krzywych in­
dukcji  i spadek  war tośc i  F V/ F M. Jednak  dokładne  b a ­
dania  w pły wu zan iec zys zczeń  powie t rza  ( S 0 3, 0 3) 
na świerki  nie wy ka za ły  wy ra źn ych  zmian  krzywych 
indukcji ,  choć z a u w a ż o n o  efekt  tych czyn nik ów  na 
op óź ni oną  lumi nesce nc ję  (LDL)  [19-22],  Ponieważ ,  
j ak  opisano to w rozdz.  I, k rzywe indukcj i  są ściśle 
związane  z t ra nspor tem e lek t ronó w w PSII badanie 
krzywych indukcj i  nada je się do w y kr yw ani a  s zko ­
d l iwego w p ły w u  tylko takich czynników,  które p o ­
w o d u ją  uszkodzenie  funkc jo now an ia  PSII.  Jeżeli  
uszkodzenie  wys tępuje  w  innym etapie fotosyntezy,  
może  ono nie dawać  w yraźny ch  zmia n  krzyw ych in­
dukcji .  Dopiero  więc wynik i  różnych  metod  lumine- 
scencyjnych  w połączeniu  z innymi  me toda mi  b a d a ­
nia stanu roślin,  j a k  w y m ia n a  gazowa  C 0 2 i 0 2 czy 
pomiary  e lek t rycznych  po tenc j a łów  czy n n o śc io ­
wych m o g ą  s tanowić  pod s t a w ę  do w ni o sk o w an ia  o 
zagrożeniu.

Rozwój metod  po m ia ro w y c h  jes t  obecnie  sk ie ro­
wany na poznan ie  za leżnośc i  f luorescenc ji  od r odz a ­
ju  tkanki rośl innej  w obręb ie  j e d n e g o  organizmu.  
Specjalnie  zapro j ek tow ane  układy optyczne i e lek­
t roniczne  p o zw a la ją  na  badanie  pr zyżyc io we  da jące 
obraz  {image)  p a r am e t r ów  fluorescenc ji  tkanki ro ­
ślinnej —  np. całego liścia [30, 68, 69], Pozwala  to 
na poznanie  różnic w przebiegu  fo tosyntezy  w ró ż ­
nych an a tom icznych  częśc iach rośliny. D o ś w ia d c z e ­
nia takie dają nowe możl iwośc i  p o zna w cze  w fizjo­
logii roślin i bo tanice  n iedos tępne  przy po m o cy  in­
nych znanych  metod  badania  fotosyntezy.

Próbowano też wyk orzys t ać  f luorescenc ję  w róż ­
nych zakresach  d ługości  fali [70] oprócz  emisj i  
długofalowej pochodzące j  od chlorofi lu.  Wyniki  tc 
w y kazu ją  za leżność od dz ia łania  stresu,  lecz ich in­
terpretacja jes t  u t r udn ion a  zc wzg lędu  na p o c h o d z e ­
nie ob se rw ow anego  sygnału  od różnych  substancj i  
j ak  białka,  f l awonoidy,  ch inony i inne związki  
wchodz ące  w skład rośl in,  a nic zawsze  dobrze p o ­
znane.
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SPRAWOZDANIE

Informacja o XXXV  Zjeździe Polskiego 
Towarzystwa Biochem icznego

W  dniach 13-16 września br. obradował w Olsztynie-Kortowie X X X V  Zjazd Polskiego Towarzystwa 
Biochemicznego. Organizatorem Zjazdu był Oddział Olsztyński Towarzystwa.

Komitet O rganizacyjny ukonstytuował się w iosną 1998 roku w składzie:
Przewodniczący —  prof. dr hab. Ja n  Głogowski (Instytut Rozrodu Zwierząt i Badań Żywności PAN) 
W iceprzewodnicząca —  prof. dr hab. Elżbieta Kostyra (W yższa Szkoła Pedagogiczna)
Sekretarz —  dr Maria Młot (W yższa Szkoła Pedagogiczna)
Członkowie —  mgr Regina Frączek, dr Dariusz Hołody, dr W ładysław  Kordan, mgr Anna 

Martiszewicz, mgr Małgorzata Przybylska.
W  skład Komitetu Naukowego ze strony Organizatorów weszli:
Prof. dr hab. Je rzy  Strzeżek (Akademia Rolniczo-Techniczna)
Prof. dr hab. Henryk Kostyra (Instytut Rozrodu Zwierząt i Badań Żywności PAN )
Powołano także Komitet Honorowy Zjazdu, w skład którego weszli:
Wojewoda Warmińsko-Mazurski —  Zbigniew Babalski 
Prezydent Miasta Olsztyna —  Janusz  Cichoń 
Rektorzy:

prof. dr hab. Ryszard Górecki 
prof. dr hab. Józe f Górniewicz 
ksiądz Jan  Guzowski 
prof. dr hab. Stefan Smoczyński 
prof. dr hab. Andrzej Staniszewski 

Dyrektorzy Instytutów Naukowych:
prof. dr hab. Tadeusz Krzymowski 
prof. dr hab. Halina Kozłowska 
prof. dr hab. Jan  Szczerbowski 
prof. dr hab. Stanisław  Achremczyk 

W  dniu 13 września w Auli W S P  (ul. Głowackiego 17) nastąpiło uroczyste otwarcie X X X V  Zjazdu 
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego. X X X V  Zjazd PTBioch był trzecim Zjazdem, zorganizowa­
nym przez Oddział Olsztyński. Olsztyn, a głównie W yższa Szkoła Rolnicza, w dziewiętnastym roku 
swojej działalności (rok 1968) gościła Uczestników VI Zjazdu. Jubileuszowy, X X  Zjazd Polskiego To­
warzystwa Biochemicznego, obradował w obiektach Akademii Rolniczo-Technicznej, która święto­
wała w tym czasie swoje 35-lecie (rok 1984).

Uroczyste otwarcie X X X V  Zjazdu PTBioch  zagaił Przewodniczący Komitetu Organizacyjnego oraz 
Przewodniczący Oddziału w Olsztynie, profesor Jan  Głogowski, a następnie przywitał przybyłych go­
ści.

Na uroczyste otwarcie Zjazdu przybyli:
W icewojewoda Warmińsko-Mazurski, Marek Żyliński
JM  Rektor Uniwersytetu Warmińsko-Mazurskiego, profesor Ryszard Górecki 
I Zastępca Rektora, profesor Józe f Górniewicz 
Prorektor ds. Nauki, profesor Jan  Jankowski
Przewodniczący Olsztyńskiego Forum Naukowego, profesor Tadeusz Krzymowski, 

członek rzeczywisty Polskiej Akademii Nauk 
W icedyrektor Instytutu Rozrodu Zwierząt i Badania Żywności PAN, profesor Adam Zięcik
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Prodziekan Wydziału Biologii Uniwersytetu W-M, profesor Czesław  Hołdyński 
Światowej sławy farmakolog, profesor Ryszard J .  Gryglewski, Członek Rzeczywisty Polskiej 

Akademii Nauk, Kierownik Katedry Farmakologii Collegium Medicum Uniwersytetu 
Jagiellońskiego 

Członkowie Honorowi PTBioch:
prof. dr hab. Kazimierz Zakrzewski 
prof. dr hab. Zygmunt Machoy 
prof. dr hab. Je rzy  Chmielowski 

W ładze Zarządu Głównego PTBioch:
prof. dr hab. Jo lanta Barańska —  Prezes Zarządu Głównego 
prof. dr hab. Liliana Konarska —  W iceprezes Zarządu Głównego 
doc. dr hab. Dariusz Stępkowski —  Sekretarz Zarządu Głównego 

Dyrektor Wydziału Rolnictwa i Ochrony Środowiska Urzędu Wojewódzkiego w Olsztynie, 
inż. Lucjan Wołos 

Mgr Barbara Olszewska, reprezentująca Prezydenta Miasta Olsztyna.

Po powitaniu gości, głos zabrał W icewojewoda, Marek Żyliński, który w imieniu Wojewody, Zbignie­
wa Babalskiego, życzył Uczestnikom owocnych obrad i przyjemnego spędzenia czasu w Olsztynie. 

Następnie głos zabrał JM  Rektor Uniwersytetu W-M, prof. Ryszard Górecki.
Przedstawił Uczestnikom Zjazdu strukturę nowo utworzonego Uniwersytetu oraz życzył wszystkim 

owocnych obrad i miłego spędzenia czasu w Kortowie.
Z kolei zabrała głos profesor Jo lanta Barańska, i jako prezes Towarzystwa dokonała w łaściwego 

otwarcia X X X V  Zjazdu, dziękując organizatorom za ich pracę a Uczestnikom za przybycie. Następ­
nie Kol. Prezes powiadomiła zebranych o wynikach prac komisji, powołanych przez Zarząd Główny 
Towarzystwa do przyznania nagród imienia Jakuba Karola Parnasa i Bolesława Skarżyńskiego. Na­
grodę imienia Parnasa otrzymali koledzy: Agnieszka Szalewska-Pałasz, A licja Węgrzyn, Adam 
Błaszczak, Karol Taylor oraz Grzegorz Węgrzyn za pracę opublikowaną w Proc. Natl. Acad. Sci 
USA . Nagrodę imienia Skarżyńskiego otrzymały koleżanki: Agnieszka Krakowiak i Maria Ko- 
ziołkiewicz. Następnie profesor Barańska wręczyła powołanemu przed rokiem na Członka Honoro­
wego naszego Towarzystwa prof. Jerzem u Chmielowskiemu uroczysty dyplom. Wspólnie z przed­
stawicielem firmy Sigma-Aldrich prezes Barańska wręczyła ufundowaną przez tę firmę nagrodę za 
najlepszą pracę z dziedziny kwasów nukleinowych którą otrzymali koledzy Radosław  Tomaszewski, 
Elżbieta Mogielnicka i Andrzej Jerzm anowski

W spaniały wykład inauguracyjny pt. „Regulacyjna rola tlenku azotu w układzie krążenia” wygło­
sił wspomniany wyżej profesor Ryszard Gryglewski.

W  części artystycznej wystąpił zespół kameralny „Pro Musica Antięua”.
Uroczyste Otwarcie zakończono tradycyjną lampką wina.

Obrady Zjazdu odbywały się w salach dydaktycznych Uniwersytetu W-M w Kortowie w dniach 
14-16 września. Wzięło w nich udział 419 Uczestników, a obrady toczyły się w ośmiu Sesjach tema­
tycznych:

-1. Komórkowe i pozakomórkowe działanie enzymów —  organizator i przewodniczący Sesji —  prof. 
Grzegorz Bartosz (3 wykłady, 20 doniesień ustnych, 53 postery)
II. Inhibitory enzymów proteolitycznych —  prof. Adam Dubin i doc. Andrzej Ciereszko (2 wykłady, 
10 doniesień ustnych, 18 posterów)
III. Mechanizm regulacji komórkowych —  Sesja  posterowa (20 posterów)
IV. Biochemia kwasów nukleinowych —  prof. Ja n  Barciszewski (6 wykładów, 7 wystąpień ustnych, 
24 postery)
V. Glikoproteiny i ich metabolizm —  prof. Henryk Kostyra (1 wykład, 4 doniesienia ustne, 10 poste­
rów)

—  VI. Biotechnologia molekularna —  prof. Andrzej Płócienniczak (1 wykład, 10 doniesień ustnych, 11 
posterów)
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—  VII. Markery molekularne w diagnostyce klinicznej —  prof. Edward Bańkowski i prof. Krystyna 01-
czyk (1 wykład, 24 doniesienia ustne, 27 posterów)

—  VIII. Doniesienia różne —  prof. Krystyna Żółtowska i dr hab. Zofia Luberda-Bieńkowska (8 donie­
sień ustnych, 122 postery)
W  trakcie trzydniowych obrad wygłoszono zatem łącznie 14 wykładów sesyjnych oraz zaprezento­

wano 368 doniesień naukowych, zarówno w formie ustnych komunikatów (83 doniesienia), jak i w se ­
sjach posterowych (285 doniesień plakatowych). W  Zjeździe brało ponadto udział 20 firm, oferujących 
sprzęt laboratoryjny i odczynniki chemiczne. Uczestnicy Zjazdu zakwaterowani byli w DS. 3 i DS. 6, a 
także w Hoteliku „Żak”. W szyscy podziwiali stan Kortowskich Domów Studenckich oraz wspaniałe w y­
żywienie.

W  dniu 14 września ponad 300 Uczestników brało udział w ognisku na terenie Ośrodka Jeźdz iec­
kiego w Kortowie III, a 15 września prawie 90 osób w Spotkaniu Towarzyskim. Oficjalne zamknięcie 
X X X V  Zjazdu PTB ioch  odbyło się 16 września br. o godz. 1330.

Ogłoszono wyniki Konkursów o nagrody im. Włodzimierza Mozołowskiego i im. Jan in y  
Opieńskiej-Blauth oraz wręczono nagrody, dyplomy i wyróżnienia. Do konkursu im. Włodzimierza 
Mozołowskiego zgłoszono 15 prezentacji. Komisja pod przewodnictwem prof. Jerzego. Duszyńskie­
go przyznała nagrodę główną koleżance Agnieszce Kobielak. Przyznano też wyróżnienie koleżance 
Iwonie Biedrzyckiej.

Komisja do spraw nagrody im. Jan iny Opieńskiej-Blauth dla prac autorstwa studentów pod prze­
wodnictwem dr Artura Jarm ołowskiego przyznała następujące nagrody:

I nagrodę kolegom Jackow i Krajewskiemu i Tomaszowi Stefaniukowi
II nagrodę otrzymała Marta Ociepa a wyróżnienie Urszula W ilczyńska. Po wręczeniu dyplomów i 

nagród laureatom obu konkursów prof. Barańska podziękowała organizatorom za wzorowąorganiza- 
cję Zjazdu i stworzenie przyjemnej atmosfery.

W  jednomyślnej opinii uczestników Zjazd zakończył się sukcesem, zarówno organizacyjnym, jak i 
naukowym, a Kortowo wywarło jednoznacznie pozytywne wrażenie.

Na uroczystym zamknięciu prof. Jan  Głogowski podziękował wszystkim, którzy przyczynili się do 
organizacji tak udanego Zjazdu.

Należy dodać, że nad technicznym zabezpieczeniem Zjazdu czuwała Fundacja im. M. Oczapow­
skiego, przy współpracy z Sekc ją  Terenów Zielonych i Utrzymania Porządku, zabezpieczenie socjal­
ne zapewniła Fundacja Pom ocy Studentom „Żak”, a kawę i napoje w czasie przerw w obradach ser­
wowała firma „Arton” .

Dodatkowo grupa Uczestników Zjazdu w dniu 17 września uczestniczyła w wycieczce do Świętej 
Lipki.

Jan Głogowski
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KOMUNIKATY

Komunikat Zarządu Głównego Polskiego 
Towarzystwa Biochem icznego o przyznanych w 
roku 1999 nagrodach za działalność naukową w 
dziedzinie biochemii

Nagrodę im. Jakuba Karola Parnasa za najlepszą pracę biochemiczna^ wykonana^ w laboratoriach 
polskich w roku 1998 Zarząd Główny na wniosek komisji pod przewodnictwem profesora Grzegorza 
Bartosza przyznał zespołowi z Gdańska kierowanemu przez profesora Grzegorza W ęgrzyna za pracę 
zatytułowaną “ DNA A ’ - stimulated transcriptional activation of orilambda; E s c h e r ic h ia  c o l i  
RNA polim erase beta subunit as a transcriptional activator contact s ite ” opublikowana^ w: Proc. 
Natl. Acad. Sci U SA  1998, 95,4241-4246 autorstwa kolegów Agnieszki Szalewskiej-Pałasz, Alicji 
Węgrzyn, Adama Błaszczaka, Karola Taylora oraz Grzegorza Węgrzyna

Komisja Zarządu Głównego powołana do przyznania nagrody imienia Bolesława Skarżyńskiego za 
najlepsza^ pracę przeglądowąw czasopiśmie Towarzystwa “Postępy Biochem ii” w roku 1998, kierowa­
na przez doc. Iwonę Fijałkowską nagrodziła koleżanki: Agnieszkę Krakowiak i Marię Koziołkie- 
wicz. Nagroda została przyznana za artykuł “ O ligonukleotydy o w łaściw ościach  aptamerycz- 
nych” opublikowany w P o s tę p a c h  B io c h e m i i ,  1998, 4, 306-317.

Dyplomy laureatom tych nagród wręczono w czasie uroczystości otwarcia X X X V  Zjazdu Towarzy­
stwa w Olsztynie. W  czasie tej uroczystości wręczono także nagrodę przyznawaną przez kapitułę kie­
rowaną przez prof. Ja n a  Barciszewskiego za najlepszą pracę z dziedziny kwasów nukleinowych wy- 
konanaL w kraju. Nagroda ta jest fundowana przez firmę Sigma-Aldrich. Nagrodę wręczali prof. B arań ­
ska prezes Towarzystwa wraz z prezesem polskiego oddziału firmy Sigma-Aldrich dr Aleksandrem 
Jankowskim . Nagroda przypadła w udziale zespołowi: Radosław  Tomaszewski, Elżbieta M ogiel­
nicka, Andrzej Jerzm anowski za pracę - “ Both the 5SRNA gene and the AT-rich flanks of Xeno- 
pus laevis oocyte-type 5S rDNA repeat are required for histone H1-dependent repression of 
transcription of pol Ill-type genes in in  v i t r o  reconstituted chrom atin” opublikowaną w Nucleic 
Acids Research 26(24):5596-5601, 1998

Na X X X V  Zjeździe Towarzystwa w Olsztynie komisja pod przewodnictwem prof. Jerzego Duszyń­
skiego po zapoznaniu się z 15-toma prezentacjami młodych biochemików zgłoszonymi do konkursu o 
nagrodę im. Włodzimierza Mozołowskiego przyznała nagrodę główną mgr Agnieszce Kobielak 
współautorce wraz z prof. W iesławem  Trzeciakiem prezentacji plakatowej p.t. “ Utrata stabilności 
genu Msx1, wywołana mutacją w regionie kodującym 3’-UTR może powodować zaburzenia 
tworzenia zawiązków zębów” Laureatka otrzymała dyplom i nagrodę pieniężną ufundowaną przez 
organizatorów Zjazdu. Przyznano też wyróżnienie za prezentację pracy: Iwona Biedrzycka, Marian 
Sęktas, Tadeusz Kaczorowski p.t. “ Charakterystyka plazmidu pEC156 niosącego geny sys te ­
mu restrykcyjno-modyfikującego Eco V III” dla kol. Iwony Biedrzyckiej uhonorowane dyp lo ­
mem.

Komisja nagrody im. Jan iny Opieńskiej-Blauth dla prac autorstwa studentów prezentowanych na 
X X X V  Zjeździe Towarzystwa w Osztynie pod przewodnictwem dr Artura Jarm ołowskiego przyznała 
następujące nagrody:

I nagrodę (ufundowanąprzez Oddział Lubelski Towarzystwa) za pracę autorstwa studentów Ja ck a  
Krajewskiego i Tomasza Stefaniaka z Gdańska p.t. “ Rola reaktywnych form tlenu w ekspery­

PO STĘPY BIOCHEM II 45(4), 1999 347http://rcin.org.pl



mentalnej nefrokarcinogenezie” . Je s t to praca z koła naukowego studentów przy Katedrze B ioche­
mii AM w Gdańsku.

II nagrodę otrzymała studentka Marta Ociepa za pracę “ Estrogeny środowiskowe indukują 
ekspresję genów dla cytochrom ów CYP1A1 i CYP1A2 uczestniczących we wzmacnianiu 
działania estrogenów naturalnych w komórkach linii ustalonej raka sutka MCF-7”

Wyróżnienie przyznano studentce Urszuli W ilczyńskiej za pracę p.t. “ Gen IL-12 w plazmidowym 
DNA w terapii genowej nowotworów u myszy.

Dzięki uprzejmości Polskiego W ydawnictwa Naukowego II nagroda i wyróżnienie zostały nagro­
dzone książkami “B iochem ia” Stryera i “Podstawy Biologii Komórki” autorzy Alberts i inni. Laureaci i 
wszyscy uczestnicy konkursu im. Jan iny  Opieńskiej-Blauth otrzymali dyplomy.

Zarząd Główny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego gratuluje wszystkim laureatom i życzy im 
dalszej owocnej pracy. Składam y również szczególne podziękowania firmom Sigma-Aldrich i Polskie­
mu Wydawnictwu Naukowemu, których hojność pozwoliła uatrakcyjnić nagrody przyznawane na­
szym laureatom.

Dariusz Stępkowski 
Sekretarz Zarządu Głównego
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Wskazówki 
dla Autorów

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

Prace przeznaczone do publikacji w „Postępach Bio­
chemii" mogą mieć charakter artykułów monograficznych 
(do 20 stron tekstu licząc piśmiennictwo i tabele), mini­
reviews (do 10 stron tekstu), oraz krótkich not o najnow­
szych osiągnięciach i poglądach (do 5 stron tekstu).

Autorzy artykułu odpowiadają za prawidłowość i 
ścisłość podawanych informacji oraz poprawność cytowa­
nego piśmiennictwa. Ujęcie prac winno być syntetyczne, a 
przedstawione zagadnienia zilustrowane za pomocą tabel, 
rycin; wykresy, 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 wa­
runkuje jego jednoznaczność i czytelność. Autorzy przeto 
winni unikać składni obcojęzycznej, gwary laboratoryjnej, a 
także 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 za­
strzega sobie możliwość skrócenia tekstu i wprowadzenia 
zmian nie wpływających na treść pracy, deklaruje też goto­
wość konsultowania tekstu z Autorami.

Przekazanie artykułu do redakcji jest równoznaczne z 
oświadczeniem, że nadesłana praca nie była i nie będzie 
publikowana w innym czasopiśmie, jeżeli zostanie ogłoszo­
na w „Postępach Biochemii". W  przypadku, gdy Autor(zy) 
zamierza(ją) włączyć do swego artykułu ilustracje publiko­
wane 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 wy­
druku oraz dyskietki z tekstem zapisanym jako *.doc w for­
macie IBM PC. Wydruk powinien być jednostronny (około 
30 wierszy na stronie i około 60 znaków w wierszu), z le­
wym marginesem około 4 cm. W  przypadku stosowania w 
tekście liter alfabetu greckiego prosimy o wpisanie ołów­
kiem 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 angiel­
skim oraz-w prawym dolnym rogu: liczbę tabel, rycin, wzo­
rów i fotografii oraz skrócony tytuł pracy, zamieszczany na 
okładce czasopisma (do 25 znaków).

Strona 1 (tytułowa) zawiera imiona i nazwiska Auto­
rów, 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 alfabetycz­
nym.

Kolejno numerowane dalsze strony obejmują tekst pra­
cy, piśmiennictwo, tabele, podpisy i objaśnienia rycin, wzo­
rów i fotografii.

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

1. H i l d e b r a n d t  G R ,  A r o n s o n  N N  
( 1 980) 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 
Eucaryotic Chromosome, Elsevier, North-Holland, Amster­
dam

3. N o r b e r t h  T, P i s c a t o r M  (1979) W: F r i- 
b e r g  L, N o r d b e r g  G F  V o n  V B  (red) Handbook on 
the Toxicology of Metals. Elsevier, North-Holland, Amster­
dam, 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  E H (red) Cmprehensive Biochemistry129B. El­
sevier, North-Holland, Amsterdam, str. 1-7

5. F r a n k s  N R L i e b  WR ( 1 9 8 1 ) W :  K n i g h t  
C G (red) Research Monographs in Celi and Tissue Physio- 
logy, t. 7. Elsevier, North-Holland, Amsterdam, str. 243-272

I LUSTRAGE: ryciny powinny być zapisane na dyskiet­
ce jako: *.tif, lub *.cdr, lub *.psd, lub *.eps. Fotografie czar­
no-białe (kontrastowe) powinny być wykonane na papierze 
matowym. Istnieje możliwość wykonania reprodukcji barw­
nych, ale ich koszty ponoszą Autorzy. Na rycinach nie nale­
ży umieszczać opisów słownych, lecz posługiwać się skróta­
mi. Osie wykresów powinny być opatrzone napisem łatwo 
zrozumiałym. Decyzję o stopniu zmniejszenia ryciny podej­
muje wydawca. Ilustracji nie należy włączać w tekst maszy­
nopisu, lecz odpowiednio ponumerować: ryciny noszą cy­
fry arabskiej, wzory zaś rzymskie. Na marginesie tekstu na­
leży zaznaczyć ołówkiem preferowane miejsce umieszcze­
nia ryciny czy wzoru. Słowne objaśnienia znaków graficz­
nych można umieścić w podpisie pod ryciną, rysunkowe 
zaś jedynie na planszy ryciny. Tytuły i objaśnienia rycin 
sporządza się w postaci oddzielnego wykazu. Wydruki ilu­
stracji 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 konstru­
owanie oryginalnych rycin i zbiorczych tabel na podstawie 
danych z piśmiennictwa.

Wydruk i załączniki (w dwu egzemplarzach) oraz dys­
kietkę, właściwie zabezpieczone przed uszkodzeniem w 
czasie transportu, prosimy przesłać na adres:

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