
POLSKIE TOWARZYSTWO BIOCHEMICZNE

Advances in Biochemistry
TOM 45, NR 1,1999

Maria Gumińska —  wspomnienie. 2
Kazimierz Kleczkowski —  wspo
mnienie ..........................................  3
Replikacja DNA faga X.................. 5
Ekspresja genów miozyny . . . .  12 
Przekazywanie sygnału przez NGF . 21
P ro teo liza ...........................................32
Aktywacja plazminogenu i rak . . 42 
Rodniki tlenowe a karcynogeneza . 50 
Adaptacja błon tylakoidowych . . 58 
Sprawozdania....................................66

PL ISSN  
0032-5422

http://rcin.org.pl



http://rcin.org.pl



W Y D A W C A
E d ito r
P O L S K I E  T O W A R Z Y S T W O  
B I O C H E M I C Z N E  
P ol ish  Biochemical  Society 
ul. P a s te u ra  3
02-093 W a rsz a w a  
P o la n d
tel/fax 658-20-99
E mail  —  ptbioch(rt  nencki. gov. pl.

D r u k a r n i a  N a u k o w o - T e c h n i c z n a  
M i ń s k a  65
0 3 - 8 2 8  W a r s z a w a

REDAKCJA
E dito r ia l  Boa rd  
R E D A K T O R  N A C Z E L N Y  
E d i to r  in chief 
Z O F I A  Z IE L I Ń S K A  
tel. 831-24-03 
R E D A K T O R Z Y  
E d ito rs
G R A Ż Y N A  P A L A M A R C Z Y K  
tel. 658-47-02
A N D R Z E J  J E R Z M A N O W S K I  
tel. 659-70-72 w. 3234 
L IL IA N A  K O N A R S K A  
tel. 659-85-71 w. 352 
bezp. 658-20-99 
w to rk i  15— 18 
A N N A  S Z A K IE L  
tel. 823-20-46
I W O N A  F I J A Ł K O W S K A  
tel. 659-70-72 w. 1123 
A D A M  S Z E W C Z Y K  
tel. 659-85-71 w. 269 
J O L A N T A  G R Z Y B O W S K A  
tel. 672-34-38 
H A N N A  L A S K O W S K A  
pon. i czw. 14-16 
tel. 659-85-71 w. 441

R E C E N Z E N C I  ZESZYTU 
Referees of this issue 
CZES ŁAW CIERN IEW SKI  
(Łódź)
A DAM  DU BIN 
(Kraków)
MACIEJ  GARSTKA 
(Warszawa)
A N D R Z E J  KASPRZAK
(Warszawa)
K R Z Y S Z T O F  S K O W R O N E K  
(Warszawa)
M A Ł G O R Z A T A  S K U P  
(Warszawa)
EWA ŚLE DZ IEW SKA -GÓ JS KA 
(Warszawa)
A D R E S  REDAKCJI
A d d r e s s
R E D A K C J A  K W A R T A L N I K A  
. . P O S T Ę P Y  B I O C H E M I I "
P O L S K I E  T O W A R Z Y S T W O
B I O C H E M I C Z N E
ul.  P a s t e u r a  3
0 2 - 0 9 3  W a r s z a w a
tel . (22) 6 5 9 - 8 5 -7 1  w. 441
p o n i e d z i a ł k i ,  c z w a r t k i  1400- 1 6 00
fax  (22) 8 2 2 - 5 3 - 4 2
e -m a i l :  p o s t e p y ( «  n e n c k i . g o v .p l .

Kw arta ln ik  ,,Postępy B iochem ii"  w y d a w a 
ny z pomocą finansową Komitetu Badań 
Naukowych oraz Instytutu Biologii 
Doświadczalnej im. M . Nenckiego PAN 
Indeksowany w  M edline i Agrolibrex

SPIS TREŚCI 
CONTENTS

Profesor M aria  Gumińska — W spomnienie
Professor Maria Gumińska —  O b i tu a ry .............................................  2

Profesor Kazimierz Kleczkowski — W spomnienie
Professor Kazimierz Kleczkowski —  O b i tu a ry ................................  3

Regulacja replikacji DNA bakteriofaga X i p lazmidów X
Regulation of replication of X bacteriophage and X plasmid DNAs 
A L IC JA  WĘGRZYN, GRZEGORZ W Ę G R Z Y N ................................  5

Regulacja ekspresji genów  miozyn mięśniowych ssaków
Regulation of mammalian muscle myosin genes expression 
KRZYSZTOF N IE Z N A Ń S K I.................................................................... 12

Drogi przekazywania sygnału przez czynnik wzrostu ner
w ó w  (NGF) i jego receptory TrkA i p75NTR
Signal transduction of the nerve grow th factor (NGF) by TrkA and 
p75NTR receptors
GRAŻYNA NIEW IADOM SKA, MACIEJ M A Ł E C K I ......................  21

Proteoliza w ew n ątrzko m ó rko w a
Intracellular proteolysis
M AG D ALEN A STASZCZAK, EDYTA Z D U N E K ............................. 32

Urokinazowy układ aktywacji plazminogenu i jego zna
czenie w  progresji n o w o tw o ró w
Urokinase plasminogen activation system and its role in cancer 
progression
JAN U SZ BŁASIAK, BEATA SMOLARZ, D A G M A R A  PIESTRZE- 
N I E W I C Z ....................................................................................................  42

Rola reaktywnych form  tlenu w  procesach mutagenezy  
i karcynogenezy
Reactive oxygen species in mutagenesis and carcinogenesis 
RYSZARD OLIŃSKI, MAREK J U R G O W IA K ...................................  50

Adaptacja błon ty lakoidowych do zmiennych w arun ków  
świetlnych środowiska
Adaptation of the thylakoids membranes to environmental light 
conditions
ELŻBIETA R O M A N O W S K A ................................................................  58

Sprawozdania
R e p o r t s .......................................................................................................  66

http://rcin.org.pl



WSPOMNIENIA

Profesor Maria Gumińska

1928-1998

Profesor dr  hab. med. M aria  G u m iń sk a  była wielo
letnim pracow nik iem  naukow o-dydak tycznym  Insty
tu tu  Biochemii Lekarskiej, począ tkow o Akademii M e 
dycznej, a następnie  Collegium M edicum  U niw er
sytetu Jagiellońskiego. Jej działalność n a u k o w a  k o n 
centrow ała  się głównie na zagadnieniach związanych 
z biochemią n ow otw orów  i chemią kliniczną a kil
kanaście osta tn ich  lat życia poświęciła zagadnien iom  
ekologicznym zw iązanym  z ochroną  środowiska.

M aria  G u m iń sk a  urodziła  się 4 stycznia 1928 r. 
w Z ak o p an em , w znanej rodzinie nauczycielskiej Zdy- 
bów. D yplom  lekarza medycyny o trzym ała  w 1952 r. 
na Wydziale Lekarskim  Akademii Medycznej w K ra 
kowie gdzie, będąc jeszcze s tudentką , rozpoczęła pracę 
ja k o  młodszy asystent w Zakładzie  Chemii F iz jo 
logicznej pod  kierunkiem  Profesora  Bolesława S k a r 
żyńskiego. W 1961 r. uzyskała stopień d o k to ra  m edy
cyny w tej samej uczelni, w 1968 r. habili tow ała  się 
i w 1980 r. o trzym ała  tytuł profesora nadzwyczajnego, 
a w 1988 r. profesora  zwyczajnego. W tym sam ym  roku

wspomnienie

została  pow ołana  na s tanow isko kierow nika  Z a k ła d u  
Biochemii Ogólnej w Instytucie Biochemii Lekarskiej 
AM, na k tó rym  to stanow isku  pozostaw ała  do  końca  
swego życia.

O d  począ tku  swej działalności naukowej, zwłaszcza 
po k ilkuk ro tnym  pobycie w Instytucie F ibigera  w K o 
penhadze, Jej badan ia  i za in teresow ania  k o n c e n tro w a 
ły się szczególnie na metabolizmie cukrów  w k o m ó r 
kach now otw orow ych. Szereg prac, opub l ikow anych  
wraz ze swymi współpracow nikam i, poświęciła funkc
jo n o w an iu  i właściwościom kinazy p irogranianow ej, 
a zwłaszcza jej izoenzymowi pojaw iającem u się p o d 
czas transformacji nowotworowej. O pisa ła  również 
n ieznany przedtem defekt enzym atyczny ery trocy tów  
ludzkich manifestujący się o dm ianą  w rodzonej anemii 
hemolitycznej. Kilkanaście ważnych i przyjętych z za 
in teresowaniem  prac profesor M aria  G u m iń sk a  p o 
święciła toksycznem u działaniu związków fluoru na 
proces glikolizy w ludzkich erytrocytach oraz w k o m ó r 
kach now otw oru  wysiękowego Ehrlicha i hep a to m y  
M orrisa. W tych badan iach  wykazała również ko rzy 
stny wpływ soli m agnezu na łagodzenie sk u tków  
działania  fluorków. Kilka ciekawych prac, zwłaszcza 
we wczesnym okresie swej działalności poświęciła 
m oleku larnem u m echanizm owi działania leków, g łów 
nie czynników antykoagulacyjnych.

W ostatniej dekadzie swego życia profesor M aria  
G u m iń sk a  skoncen trow ała  się szczególnie na p ro 
blemach ekologicznych w aspekcie och rony  życia 
ludzkiego przed zgubnym  działaniem niektórych czyn
ników' środowiskowych. Jej liczne prace, a r tykuły  
i ekspertyzy z tej dziedziny, głównie dotyczące toksycz
nego działania fluorków, metali ciężkich, ch lo row co
pochodnych  w ęglow odorów  i innych czynników w y
dzielanych do atmosfery i gleby przez zakłady p rzem y
słowe skoncen trow ane  wokół K rakow a, przysłużyły 
się znacznie dla kszta łtow ania  świadomości ekologicz
nej i skutecznego przeciwdziałania pojawiającym  się 
w środow isku  na tura lnym , i m ającym negatywny 
wpływ na zdrowie, zagrożeniom. Dzięki działalności 
profesor M. Gum ińskiej zam knię to  m.in. najbardziej 
toksyczne wydziały H uty  A lum inium  w Skawinie oraz 
rozwinięto bardziej efektywną działalność Polskiego 
K lubu Ekologicznego, k tórego była w iceprzew odni
czącą od 1990 r. Za powyższą działalność profesor 
M aria  G u m iń sk a  otrzym ała  szereg nagród i o d z n a 
czeń, w tym Zło tą  O dznakę  za pracę dla m iasta  
K rak o w a  i Ziemi Krakowskiej,  Z łotą  O d zn ak ę  za 
zasługi dla O chrony  Środow iska  i G osp o d ark i  W o d 
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nej. N ag ro d ę  Fundacji  Alfreda Jurzykow skiego  w N o 
wym Jo rk u  oraz Krzyż O rd e ru  O drodzen ia  Polski. 
Z ramienia K lubu  Ekologicznego uczestniczyła w spe
cjalistycznych konferencjach m iędzynarodow ych 
w Szwecji, USA, Brazylii i Japonii.

Profesor M aria  G u m iń sk a  była wysoko cenionym 
nauczycielem akadem ick im  i wychow aw cą młodej 
kadry. O d  1972 r. w ykładała  biochemię i chemię 
kliniczną na Wydziale Farm acji,  a w latach 1981-1984 
pełniła na nim funkcję prodziekana . Spośród  swoich 
w spó łp racow ników  w yprom ow ała  dziewięciu d o k to 
rów i przeszkoliła liczne g rono  p racow ników  la b o ra to 
riów klinicznych, z różnych ośrodków  w kraju. W sp ó l
nie ze w spó łp racow nikam i opub likow ała  p o nad  140 
prac doświadczalnych oraz kilkadziesiąt a r tykułów

L A i  
*

\

1924-1998

Z głębokim  sm utk iem  zaw iadam iam y, że w dniu 
8 sierpnia 1998 roku  zmarł w W arszawie Profesor 
d o k to r  habili tow any Kazimierz Kleczkowski, współ
tw órca  Ins ty tu tu  Biochemii i Biofizyki PAN, wybitny 
biochemik, uznany  specjalista w dziedzinie biologii 
m olekularnej roślin.

p o p u la rn o n au k o w y ch ,  skryptów  i podręczników  s tu 
denckich. Przez z górą  40 lat systematycznie pracow ała 
przy stole labo ra to ry jnym  poświęcając cały swój czas, 
a nawet życie rodzinne, ulubionej dziedzinie nauki 

biochemii. Przez wiele lat była również z a a n 
g ażow ana  w pracy  społecznej, k tó ra  przyniosła K ra k o 
wowi i krajowi konkre tne  wyniki w zakresie ochrony  
środowiska.

Profesor M aria  G u m iń sk a  odeszła niespodziewanie 
6 lutego 1998 ro k u  w pełni sił twórczych i p lanów na 
przyszłość. Pozostan ie  w naszej pamięci ja k o  człowiek 
niezwykle pracowity, prawy, g łęboko religijny i bez 
reszty od d an y  ochronie  zdrow ia  i życia ludzkiego.

Włodzimierz S. Ostrowski

wspomnienie

Profesor Kleczkowski rozpoczynał swą drogę n a u 
kow ą we wczesnych latach powojennych, wkrótce po 
demobilizacji z I-ej Armii W ojska  Polskiego, w szere
gach której brał udział w walkach na frontach II-ej 
wojny światowej. Z a  waleczność i odwagę został O n  
u h o n o ro w an y  wieloma m edalam i i odznaczeniam i 
wojennymi. W ro k u  1953 ukończył s tudia wyższe na 
W ydziale Rolniczym Szkoły Głównej G o sp o d a rs tw a  
Wiejskiego (SG G W ), uzyskując stopień m agistra  in
żyniera rolnictwa ze specjalizacją Technologii Rolno- 
-Spożywczej. Bezpośrednio po studiach podjął pracę 
dydak tyczną  i badaw czą w Katedrze  Biochemii 
S G G W , by w roku  1954 rozpocząć 4-letnie studia 
dok to ran ck ie  pod kierunkiem  Profesora Ignacego 
Reifera w now opow sta jącym  Instytucie Biochemii 
i Biofizyki PA N  (IBB PAN), w o rganizow aniu  którego 
brał czynny udział i z. k tórym  był nieprzerwanie 
związany do  końca  swoich dni, przechodząc przez 
kolejne szczeble kariery naukowej. O d 1954 roku przez 
blisko dwie dekady  zainteresow ania  Profesora Klecz
kowskiego skupiały się na badaniach  dotyczących 
w ystępow ania  enzym ów  cyklu orn itynow ego w roś
linach wyższych, dzięki czemu zdobył sobie pionierską 
pozycję w tej dziedzinie biochemii roślin. Wyniki tych 
bad ań  były kolejno przedm iotem  zarów no  Jego pracy 
doktorskiej ,  jak  i rozpraw y habilitacyjnej. Stopień 
d o k to ra  nauk  przyrodniczych otrzym ał w 1958 roku, 
zaś d o k to ra  hab ili tow anego  w 1964 roku.

W ro k u  1965 został pow ołany  na stanow isko  do cen 
ta, obejm ując  k ierownictwo Pracow ni M etabolizm  
Z w iązków  Azotowych, a w roku  1969 o trzym ał n om i
nację na s tanow isko  K ierow nika  Z ak ładu  Biochemii 
Roślin IBB PAN. W roku  1971 uzyskał tytuł profesora 
nadzwyczajnego, a w roku  1978 profesora zwyczaj
nego. O b o k  b ad ań  nad cyklem orn itynow ym  u roślin, 
za in teresow ania  naukow e Profesora  Kleczkowskiego

Profesor Kazimierz Kleczkowski
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dotyczyły poznan ia  m echanizm ów  horm onalne j  regu
lacji ekspresji genom u roślinnego, a także —  w o s ta t 
nim okresie —  p ró b  uzyskania  roślin transgenicznych 
posiadających ulepszone cechy użytkow e —  problem u 
niezwykle ak tua lnego  we wspólnej biologii m o lek u la r
nej roślin.

Podczas swej wieloletniej pracy badawczej Profesor 
Kleczkowski naw iązał bliską współpracę  z wieloma 
uznanym i o ś rodkam i naukow ym i na  świecie. Jako  
s typendysta  Fundac ji  im. J. D. Rockefellera, a także 
Fundacji  im. A. H u m b o ld ta  odbył d ługoterm inow e 
staże naukow e na  Uniwersytecie Wisconsin, M adison  
(Prof. P. P. Cohen), Uniwersytecie w M a rb u rg u  (Prof. 
Kating) oraz w Insty tucie  H odow li T k an ek  im. M. 
P lancka  w Kolonii (Prof. J. Schell), a także ja k o  
profesor wizytujący odwiedził m.in. U niw ersytet im. 
G oe thego  we Frankfurc ie  nad M enem , Uniwersytet 
H a rv a rd a  w Bostonie, U niw ersytety  w Tokio , K a l
kucie i B om baju  oraz  wiele innych. N a  Jego dorobek  
naukow y  składa się p o n ad  100 p rac  eksperym enta l
nych o raz  12 ar tyku łów  przeglądow ych i monografii  
ogłoszonych w uznanych  czasopism ach  krajowych 
i zagranicznych. W ychow ał liczną rzeszę b iochem ików

i biologów m olekularnych  roślin, był p ro m o to re m  
11 -tu przew odów  dok to rsk ich  oraz insp ira to rem  5-ciu 
rozpraw  habilitacyjnych. Był członkiem R ad  N a u k o 
wych szeregu Insty tu tów  Polskiej A kadem ii N auk , 
a przez 35 lat nieprzerwanie był członkiem Rady 
N aukow ej IBB, PAN, wchodząc w skład lub p rzew od
nicząc wielu kom isjom  naszej Rady. P rofesor Klecz
kowski pełnił przez 2 kadencje (1978-83) funkcję 
zastępcy Sekretarza W ydziału N a u k  Biologicznych 
PA N , a także był naczelnym D yrek to rem  naszego 
Insty tu tu  (1987-90). Położył O n  wielkie zasługi w b u 
dowie nowej siedziby IBB PAN.

Profesor K leczkowski był O sobą  niezwykle przyjaz
ną i życzliwą ludziom. K ażdy  z Jego w spó łp racow 
ników zawsze m ógł liczyć na zrozum ienie  i pom oc 
w' chwilach trudnych , wymagających Jego au tory te tu ,  
czy po prostu  wsparcia  duchowego.

O dchodząc  nazbyt wcześnie pozostawił w żałobie 
wielkie g rono  przyjaciół i w spó łpracow ników , którzy 
pamięć o N im  zachow ają  na zawsze z szacunkiem 
i wdzięcznością.

Uczniowie, Współpracownicy i Przyjaciele

Errata

W zeszycie 3 tomu 44 z 1998 roku w  artykułach autorstwa Iwo Bohra i Jadw ig i Gniot- 
-Szulżyckiej oraz Marty Bobeszko i Jo lanty Barańskiej błędnie zapisano termin 
FOSFATAZA.
Za niedopatrzenie Redakcja przeprasza A u to rów  i Czytelników.
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ARTYKUŁY

Regulacja replikacji DNA bakteriofaga X  i plazmidów X

Regulation of replication of X  bacteriophage and X  plasmid DNAs

ALICJA W ĘGRZYN1, 
GRZEGORZ WĘGRZYN2

Spis treści:

I. Wstęp
II. Replikacja DNA w cyklu życiowym bakteriofaga X
III. Plazmidy X
IV. Biochemiczny mechanizm inicjacji replikacji z orik
V. Regulacja replikacji plazmidów X w komórkach 

E-scherichia coli
VI. Regulacja przełączenia replikacji typu 0 w replikację 

typu a podczas rozwoju bakteriofaga X
VII. Mechanizm rozpadu kompleksu replikacyjnego X
VIII. Replikacja plazmidów X w cyklu komórkowym 

E-scherichia coli
IX. Uwagi końcowe

I. W stęp

Bakteriofag X odegrał znaczącą rolę w rozwoju 
biologii m olekularnej ja k o  podstaw ow y model b a d a w 
czy [1], Badania  procesów zachodzących w trakcie 
rozwoju tego faga w k o m ó rk ach  Escherichia coli 
pozwoliły na poznanie  m olekularnych  podstaw  takich 
procesów jak  aktyw acja  i represja inicjacji t ran sk ry p 
cji, an ty te rm inac ja  transkrypcji, udział białek szoku 
termicznego w tworzeniu  odpowiedniej s truk tu ry  ma- 
k rom oleku ł a także inicjacja replikacji D N A  [2]. 
U zyskane  wyniki miały także znaczenie praktyczne, 
gdyż zm odyfikow ane fagi lub elementy genom u X są 
obecnie szeroko w ykorzystyw ane ja k o  narzędzia w in
żynierii genetycznej [2]. A ktualnie  m im o dużego p o 
stępu w badan iach  nad znacznie bardziej skom p lik o 
w anym i o rganizm am i fag X jest w dalszym ciągu 
ważnym modelem badawczym w biologii molekularnej.

Jak  w spom niano  wyżej, jednym  z procesów, w b a d a 
niu k tórych  bakteriofag X stał się podstaw ow ym  
m odelem  dośw iadczalnym  jest replikacja D N A . P o d 
czas rozwoju w zakażonej kom órce  gospodarza , któ-

1 Dr. Pracownia Biologii Molekularnej Instytutu Biochemii
1 Biofizyki Polskiej Akademii Nauk afiliowana przy Uniwer
sytecie Gdańskim, ul. Kładki 24, 80-822 Gdańsk
2 prof. dr hab.. Katedra Biologii Molekularnej Uniwersytetu
Gdańskiego, ul. Kładki 24, 80-822 Gdańsk

Contents:

I. Introduction
II. DNA replication in the life cycle of bacteriophage X
III. X plasmids
IV. Biochemical mechanism of initiation of replication from

orik
V. Regulation of X plasmid replication in Escherichia coli
VI. Regulation of the switch from 0 replication to <r re

plication during bacteriophage X development
VII. Mechanism of disassembly of bacteriophage X replica

tion complex
VIII. Replication of X plasmids in Escherichia coli cell cycle
IX. Concluding remarks

rym jest bakteria  E. coli, do replikacji materia łu 
genetycznego wirusa w ykorzystyw ane są zarów no 
p ro d u k ty  dw óch genów' fagowych (O i P) jak  i k o m ó r 
kowe białka replikacyjne. Enzym ologia  replikacji 
D N A  E. coli jak  i współdziałanie białek fagowych 
i bakteryjnych w replikacji D N A  bakteriofaga X. były 
przedm iotem  niedaw no opub likow anych  artykułów  
przeglądowych [3, 4] i są w tej pracy przedstawione 
jedynie bardzo  ogólnie. Skoncentrow aliśm y się n a to 
miast na m olekularnych  m echanizm ach w aru n k u ją 
cych precyzyjną regulację inicjacji replikacji D N A  
bakteriofaga X oraz plazmidów' pochodzących od tego 
faga (tak zwanych plazmidów7 X) w kom ó rk ach  E. coli.

II. Replikacja D N A  w cyklu życiowym  bak
teriofaga X

Po zakażeniu  kom órk i  E. coli rozwój faga X może 
przebiegać na dw a a lternatyw ne sposoby (szczegółowa 
informacje na ten tem at zaw arte  są w osta tn io  o p u b 
likowanych pracach  przeglądowych [2, 5]). Rozwój 
lityczny prow adzi do replikacji D N A  wirusa, ekspresji 
większości jego genów, u tw orzenia  wirionów p o to m 
nych o raz ich uwolnienia po lizie kom órk i  gospodarza. 
Alternatyw ną d rogą rozw ojow ą jest cykl lizogeniczny 
polegający na integracji D N A  faga do genom u gos
podarza  i jego przejście w stad ium  profaga. W tej 
postaci m ateria ł genetyczny faga jest replikowany w raz
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Ryc. 1. Schem at  rozw oju  bak te r io faga  X w k o m ó r k a c h  Escherichia  
coli. P o  adsorpcj i  faga na  k o m ó rc e  bak tery jnej  i wniknięciu 
jego  m a te r ia łu  genetycznego d o  w nę t rza  k o m ó rk i  nas tępu je  
cy rku la ryzac ja  D N A  wirusa. D alszy  rozwój faga zależy od 
w a ru n k ó w  śro d o w isk o w y ch  i fizjologii k o m ó rk i  g o s p o d a 
rza. B oga ta  pożyw ka ,  s to s u n k o w o  w ysoka  te m p e ra tu ra  o raz  
zakażen ie  jednej  k o m ó rk i  średn io  je d n y m  fagiem (niska 
w ie lok ro tność  zak aż an ia ,  czyli niskie m.o.i.) sprzyjają  roz
wojowi l i tycznemu, p odczas  k tó re g o  n as tępu je  replikacja  
D N A  faga, synteza  białek s t ru k tu ra ln y c h ,  m orfogeneza  
w ir ionów  p o to m n y c h  i ich uw olnienie  po  lizie k o m ó rk i  
gosp o d a rza .  W w a ru n k a c h  g łodow ych ,  s to s u n k o w o  niskiej 
te m p e ra tu rz e  o raz  przy zakaż en iu  jednej  k o m ó rk i  w ie lom a 
fagami (wysokiej  w ie lokro tnośc i  z ak aż an ia ,  czyli wysokim 
m.o.i.) p re fe row any  jest cykl lizogeniczny, podczas  k tó rego  
g en o m  faga zostaje  w łączony  do  c h r o m o s o m u  b ak te ry jnego  
i jest biernie rep l ik o w an y  w raz  z nim. C zynnik i  stresowe 
(takie j a k  np. p ro m ie n io w an ie  UV) m o g ą  sp o w o d o w a ć  
indukcję  p rofaga  i przejście w irusa  w cykl lityczny.

z ch rom osom em  bak tery jnym  a ekspresja  większości 
genów wirusa jest z ah a m o w a n a  (Ryc. 1).

Jeżeli w ybrana  zostaje lityczna d ro g a  rozwoju b a k 
teriofaga X jednym  z najważniejszych procesów jest 
replikacja D N A  wirusa. Po infekcji ko m ó rk i  E. coli 
D N A  faga replikuje się najpierw według modelu  0 (z 
jednej kolistej cząsteczki pow sta ją  dwie koliste cząste
czki potomne), a następnie  po oko ło  15 m inu tach  od 
m om en tu  infekcji przechodzi w replikację typu a  (czyli 
replikację według m odelu  toczącego się koła). P ro d u k 
tami tego typu replikacji są długie konka tam eryczne

Rvc. 2. M a p a  genetyczna  g e n o m u  bak te r io fag a  X o raz  typow ego  
p lazm idu  X. S ka la  p o d a n a  jest w tysiącach p a r  zasad  (kb). 
Z a z n a c z o n o  rejony g e n o m u  faga zaw iera jące  geny. k tó rych  
funkcja  jest n iezbędna  w poszczególnych  e tap ach  cyklu 
życiowego wirusa; w s k a z a n o  także  po łożen ie  n iek tórych  
genów. G łó w n e  t ra n sk ry p ty  zazn a c z o n e  są s t rza łkam i (kie
runek  strzałki oznacza  k ie runek  transkrypcji) .  T e rm in a to ry  
o znaczone  są k ró tk im i p io n o w y m i kreskam i.

cząsteczki D N A , które  następnie  są cięte na odcinki 
odpow iada jące  jed n o s tk o m  genom u faga i p ak ow ane  
do równocześnie powstających główek fagowych. 
W wyniku tego pow sta ją  wirony potom ne, k tóre  po 
działaniu fagowych białek lizy opuszczają kom ó rk ę  
gospodarza.

III. Plazm idy X

F ragm en t genom u faga X obejm ujący wszystkie 
geny i sekwencje regulatorow e niezbędne do replikacji 
może być wycięty i po cyrkularyzacji replikuje się 
w k o m ó rk ach  E. coli j a k o  plazmid, k tóry  zwany jest 
p lazm idem  X. W odróżnien iu  od genom u faga X, 
plazmidy od niego pochodzące  replikują się wyłącznie 
według m odelu  0 [6], P lazm idy te są zatem  bardzo  
wygodnym i m odelam i w badan iach  nad replikacją 
D N A  (Ryc. 2).

Poniew aż plazmidy X u trzym ują  się w stałej liczbie 
kopii na k o m ó rk ę  (w zależności od w aru n k ó w  wzrostu 
kom órek  gospodarza , takich  ja k  rodzaj pożywki i tem 
pera tura ,  od 20 do 50 [2, 6],) m uszą istnieć m echan iz
my kon tro lu jące  częstość inicjacji replikacji tych plaz
midów w kom órce, tak aby jed n a  cząsteczka rep liko
wała się średnio raz podczas jednego  cyklu k o m ó r 
kowego.

IV. Biochem iczny m echanizm  inicjacji repli
kacji z oi iX

Do inicjacji replikacji D N A  faga i p lazm idu X, 
rozpoczynającej się w rejonie oriX położonym  w o b 
rębie genu O, konieczne są kodow ane  przez faga białka

plazmid X
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0  i P oraz szereg białek gospodarza . Pierwszym 
etapem  tworzenia  się kom pleksu  replikacyjnego w o b 
rębie sekwencji oriÁ jest wiązanie się białka O z cztere
m a 19-nukleotydowymi sekwencjami (zwanymi itero- 
nami) i u tworzenie  nukleopro te inow ej struk tury  zw a
nej O -som em  [7],

K olejnym  etapem  tw orzenia  kom pleksu  replikacyj
nego X jest przyłączenie się do O -som u  białek 
P i DnaB. Białko P może oddziaływać z białkiem XO
[8], jed n ak  do O -som u  wiąże się kom pleks białek 
P D naB  [9], Ponieważ białko P jest równocześnie 
silnym inhib ito rem  aktywności helikazy D naB  [10- 
-13], pow sta ły  kom pleks oriA ■ O  • P • D naB. mimo że 
jest s tabilną s truk tu rą ,  nie może przeprow adzać  kolej
nego e tapu  inicjacji replikacji —  rozwijania dwu- 
niciowej s truk tu ry  D N A  i tworzenia  widełek replika- 
cyjnych [9, 14, 15].

N as tępne  etapy inicjacji replikacji D N A  X, po 
pow stan iu  nuk leopro te inow ego  kom pleksu  ori/. •
• O  • P • D naB, w ym agają  funkcji białek szoku termicz
nego D n a K , D naJ i G rp E  [16]. Dzięki ich działaniu 
możliwe staje się przekształcenie kom pleksu  
oriA-  O  • P • D naB  w taki sposób, że helikaza D naB  
zostaje uw oln iona  od ham ującego  jej ak tyw ność  biał
ka P [14, 17, 18].

Kolejnym  etapem  inicjacji replikacji D N A  X jest 
rozwijanie dwuniciowej s truk tu ry  D N A  przez helikazę 
DnaB. Reakcja rozwijania D N A  rozpoczyna się od 
oriÁ. O d b y w a  się ona  jedynie w p rzypadku  cząsteczek 
D N A  będących w formie superzwiniętej [14]. Do 
efektywnego rozwijania D N A  konieczna jest także 
funkcja gyrazy DNA. Wiąże się to z pojawianiem się 
bariery energetycznej wynikającej z u tw orzenia  pozy
tywnych superskętów  przed widełkami replikacyjnymi 
w wyniku rozp la tan ia  D N A  [14]. Po lokalnym  roz
winięciu D N A  możliwa jest stabilizacja odcinków  
jednonic iow ych przez białka SSB oraz  tworzenie pri- 
m erów w ykorzystyw anych następnie przez polimerazę 
D N A  III [16, 19].

V. Regulacja replikacji plazmidów X w komór
kach Escherichia coli

Ze względu na to, że plazmidy X zawierają rejon 
replikacyjny D N A  faga X obejm ujący wszystkie geny
1 sekwencje sygnałowe niezbędne do inicjacji replikacji, 
a p o n a d to  są one s to sunkow o  małymi replikonami, 
o g ro m n a  większość danych  na tem at regulacji re
plikacji D N A  X pochodzi z b ad ań  właśnie nad tymi 
p lazm idam i. D o  n iedaw na powszechnie akcep tow any  
był m odel regulacji replikacji p lazm idów  X z a p ro p o n o 
w any przez M a t s u b a r ę [20] i p rzedstaw iony sche
matycznie  na rycinie 3.

W edług tego modelu  zasadniczą rolę w kontroli 
częstości inicjacji replikacji odgryw a wiązanie się biał
ka in icja torow ego O do rejonu oriA oraz autore-  
gu lacyjna pętla represora  Cro. Wcześniej pokazyw ano, 
że b iałko O  jest bardzo  niestabilne in vivo [21, 22],

START

STOP

Ryc. 3. Schem at  regulacji replikacji  p lazm idów  X w k o m ó rk a c h  
Escherichia coli z a p r o p o n o w a n y  przez M a t s u b a r ę  
[20],  T ra n s k ry p c ja  z p r o m o to r a  pR p o w o d u je  pow stan ie  
m R N A  dla syntezy białek replikacyjnych i rep reso ra  C ro  
o raz  działa  j a k o  ak ty w ac ja  t r a n sk ry p cy jn a  oriX. Związanie  
się b ia łka  O  z rejonem oriifin jest  p ierwszym e tapem  inicjacji 
replikacji  D N A  (START). P on iew aż  rów nocześn ie  zwiększa 
się stężenie rep reso ra  C ro ,  t r an sk ry p c ja  z p ro m o to r a  pR, 
a za tem  także  inicjacja now ych  rund  replikacji D N A . 
zostaje  z a h a m o w a n a  (ST O P )  aż d o  m o m e n tu  rozcieńczenia  
represora  w w yn iku  w zrostu  objętości kom órk i.

zatem sądzono, że po inicjacji b iałko to jest szybko 
deg radow ane  i do następnej rundy  replikacji koniecz
na jest synteza nowej puli białka O. Synteza białka 
O  może zachodzić tylko wtedy gdy aktyw ny jest 
p ro m o to r  pR (Ryc. 2 i 3). Jest on reprym ow any  przez 
p ro d u k t  genu cro, gdy obecny jest on w s tosunkow o 
dużym  stężeniu w komórce. W zrost objętości kom órki 
w trakcie cyklu kom órkow ego  pow oduje  zmniejszenie 
stężenia represora  Cro, odb lokow anie  p ro m o to ra  pR, 
syntezę białka O i inicjację replikacji plazmidu. Jed 
nocześnie następuje  transkrypc ja  genu cro i synteza 
nowej puli represora  co prow adzi do ponownej represji 
p ro m o to ra  pR. G dy  p ro p o n o w a n o  ten model, w iado 
mo było także, że transkrypc ja  rozpoczynająca się 
z p ro m o to ra  pR jest n iezbędna w replikacji D NA 
plazm idu X nie tylko w celu produkcji m R N A  genów 
replikacyjnych, lecz również w procesie tzw. aktywacji 
transkrypcyjnej origin czyli aktywnej transkrypcji 
przebiegającej w rejonie inicjacji replikacji D N A  [23]. 
M imo iż wiedziano, że aktywacja transkrypcyjna oriA jest 
niezbędna w replikacji D NA X, to jednak w owym czasie 
procesowi temu nie przypisywano roli regulacyjnej.

Wyżej opisany model regulacji replikacji p lazmidów 
X był prosty, elegancki i został powszechnie zaakcep
towany. Jednakże  prace rozpoczęte przed kilkom a laty 
wykazały, że nie może on być uznany ja k o  główny 
m echanizm  kon tro lu jący  częstość inicjacji replikacji 
z oriL  Badając replikację p lazm idów  X w kom ó rk ach  
E. coli w w arunkach  głodu am inokw asow ego, gdy 
synteza większości białek, w tym białka O. była 
zaham ow ana ,  stwierdzono, że plazmidy X replikują się 
w dalszym ciągu jeśli możliwa jest t ranskrypcja  [24,
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25]. Z jaw isko takie zachodziło  w głodzonych m u ta n 
tach re lA ~ . Replikacja ta była zależna od funkcji 
b iałka O  [25 ,26], co wskazywało, że inicjacja replikacji 
z on  z jest możliwa bez syntezy nowych cząsteczek tego 
białka. Dalsze badan ia  potwierdziły, że białko O jest 
szybko degradow ane  w ko m ó rk ach  E. coli , ale tylko 
wtedy gdy znajduje się w stanie wolnym w cytoplazm ie 
[27], W ykazano  jednocześnie obecność frakcji s tab il
nego białka O, k tó ra  okaza ła  się być złożona z cząs
teczek tego białka zaw artych  w kompleksie replikacyj- 
nym i chronionych  przed proteolizą  przez inne elem en
ty tego kom pleksu  [27, 28]. D ok ładne  badan ia  k inety
ki syntezy D N A  oraz  doświadczenia  pozwalające 
śledzić losy replikujących się cząsteczek D N A  w k o m ó r
kach doprow adziły  do wniosku, że replikacja p laz
m idów  X zachodząca  bez syntezy nowych cząsteczek 
białka O  odbyw a się w oparc iu  o kom pleksy re- 
plikacyjne u tw orzone  przed głodzeniem i dziedziczone 
po każdej rundzie replikacji przez jed n ą  z dw u p o to m 
nych kopii p lazm idowych [26, 29].

Powyższe wyniki podw ażały  zasadność  m odelu  M a- 
tsubary  (Ryc. 3). P onad to ,  w w arunkach  odpowiedzi 
rozluźnionej (czyli w głodzonych m u tan tach  relA~)  
synteza represora  C ro  nie może zachodzić, co d o d a t 
kow o wskazywało na inną regulację replikcaji p laz
m idów  X niż poprzednio  zap ro p o n o w an a .  Co zatem 
jest głównym regula torem  częstości inicjacji replikacji 
z ori/A Replikacja p lazm idów  X może zachodzić p o d 
czas odpowiedzi rozluźnionej (w głodzonych m u ta n 
tach rei A) jest na tom ias t  z ah am o w an a  podczas o d 
powiedzi ścisłej (w głodzonych szczepach re lA +). W y 
kazano, ża zaham ow anie  to jest wynikiem znacznie 
obniżonej aktywności p ro m o to ra  pR w tych w a ru n 
kach [30-32]. Wyniki te zwróciły uwagę na rolę 
aktywacji transkrypcyjnej orik j a k o  potencjalnego 
czynnika regulującego replikację.

Kolejnym etapem  b ad ań  było stwierdzenie czy p ro 
ces replikacji p lazm idów  X opar ty  o dziedziczony 
kom pleks replikacyjny zachodzi jedynie w głodzonych 
k om ó rk ach  czy jest on zjawiskiem występującym także 
w norm alnych  w arunkach  wzrostu, oraz czy szybki 
rozpad  białka O  ma znaczenie regulacyjne w tych 
w arunkach . Już pierwsze badan ia  wykazały, że z a ró w 
no brak jak  i n adm iar  p roteazy C lpX P  (która  de
graduje  białko O) nie wpływają ani na replikację 
plazm idów X ani na rozwój lityczny bakteriofaga 
X [33]. Z a tem  szybka proteolizą  białka O  nie ma 
istotnego znaczenia w kontroli replikacji D N A  X. 
Dokładniejsze badan ia  udowodniły, że replikacja p laz
midów X o p a r ta  o dziedziczony kom pleks replikacyjny 
zachodzi także w kom órkach  rosnących w bogatych  
pożyw kach  — zjawisko to nazw ane zostało ..dziedzi
czeniem b ia łka” [34]. O sta tn io  w ykazano, że zarów no  
w głodzonych k om órkach  jak  i w norm alnych  w a ru n 
kach wzrostu nie ma preferencji w dziedziczeniu k o m 
pleksu replikacyjnego przez żadną  z po tom nych  kopii 
p lazmidowych —  zarów no  p o to m n a  cząsteczka pos ia 
dająca rodzicielską nić / jak  i cząsteczka niosąca

DnaK
DnaJ
GrpE

Ryc. 4. S chem at  replikacji  p lazm idów  k  zak ład a jąc y  dwie ..drogi" 
replikacji.  Po  każdej rundzie  replikacji,  k o m p le k s  rep l ik a 
cyjny (zaczernione kółko) jest dziedziczony p rz e /  j e d n ą  
z d w óch  p o to m n y c h  kopii p lazm idow ych . N a  cząsteczce 
pozbaw ione j  kom p lek su  replikacyjnego musi  u tw orzyć  się 
now y k om pleks  z udzia łem  k o d o w a n y c h  na plazm idzie  
białek O  i P o raz  białek bak te ry jnych  (w tym helikazy 
DnaB). D o  rozpoczęcia  replikacji  z a ró w n o  przez k o m p lek s  
dziedziczony ja k  i no w o  powsta ły  k o n ieczna  jes t  ak tyw ac ja  
t r an sk ry p cy jn a  o r ik  o raz  funkcja białek szoku  te rm icznego  
D n a K ,  D naJ  i G rp E .

rodzicielską nić r m ogą z rów nym  p ra w d o p o d o b ie ń s t 
wem dziedziczyć kom pleks replikacyjny [35],

Z a p ro p o n o w a n o  dwie „drogi” replikacji p lazm idów  
X w kom ó rk ach  E. coli: jed n a  opar ta  o funkcjonow anie  
dziedziczonego kom pleksu replikacyjnego i druga, 
podczas której nowe kom pleksy replikacyjne muszą 
być u tw orzone  z now o syntetyzowanych białek re- 
p likacyjnych (Ryc. 4). Badania  genetyczne sugerują 
jednak , że utworzenie kom pleksu  replikacyjnego nie 
jest sygnałem do rozpoczęcia replikacji [34-38]. K o m 
pleks orik • O  • P  • D naB  musi zostać przekształcony 
przez białka szoku termicznego D naK , D naJ  i G rp E  
a reakcja ta wydaje się być sprzężona z aktyw acją  
transkrypcy jną  orik i czasowym rozdzieleniem nici 
DNA. Dzięki temu możliwe jest p raw idłow e um iej
scowienie kom pleksu  replikacyjnego w rejonie origin 
[29, 36, 37]. Obecnie  najbardziej p r a w d o p o d o b n a  
i jednocześnie najatrakcyjniejsza h ipoteza zakłada, że 
sygnałem do rozpoczęcia replikacji p lazm idu X jest 
aktyw acja  transkrypcy jna  orik [6],

Jeżeli hipotezę o decydującej roli aktywacji t ra n s 
krypcyjnej ori/. w regulacji replikacji p lazm idów 
X uznać za prawdziwą, to transkrypcja  rozpoczynająca  
się z p ro m o to ra  pR i p rzechodząca przez rejon origin 
pow inna  być bardzo  precyzyjnie regulowana. Wcześ
niej zaznaczyliśmy już, że represor C ro  nie odgryw a 
znaczącej roli w regulacji replikacji p lazm idów  X w gło
dzonych kom ó rk ach  [25. 26], O sta tn io  sk o n s tru o w a 
no plazmidy X pozbaw ione całkowicie funkcji cro 
(żcro-null). Plazm idy te są stabilnie u trzym yw ane 
w  k o m ó rk ach  E. coli wykazując zwiększoną w p o ró w 
naniu  do  plazm idów /.cro +, lecz stałą liczbę kopii na 
k o m ó rk ę  [39], Wyniki te świadczą o tym, że w przeci
wieństwie do m odelu  M atsubary  (Ryc. 3) represor C ro  
nie odgryw a kluczowej roli w replikacji p lazm idów  X. 
Oczywiście p rod u k t  genu cro jest represorem p ro m o 
tora  pR i jego inaktyw acja  pow oduje  większą częstość 
inicjacji transkrypcji, a zatem pośrednio  większą liczbę
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kopii p lazm idu X w kom órce, jed n ak  w ahan ia  stężenia 
białka C ro  w cyklu k o m ó rk o w y m  nie są tak duże lub 
nie mają tak dużego znaczenia jak  uprzednio  sądzono. 
Pojawiło się zatem pytanie: co jest czynnikiem regulu
jącym  aktyw ność  p ro m o to ra  p R, a zatem pośrednio  
efektywność aktywacji transkrypcyjnej orik  i inicjacji 
replikacji plazmidu A,? N iespodziewanie  okazało  się, że 
ak tyw ność  p ro m o to ra  pR jest obn iżona  w k o m ó rk ach  
E. coli przy b rak u  funkcji genu dnaA  [40], F ak t  ten 
mógł wytłumaczyć obserwacje, że plazmidy X nie m ogą  
replikować się w n iektórych m u tan tach  dna A [41, 42], 
Pojawiła się zatem a trakcy jna  hipoteza, że białko 
D naA , k tóre  w kom órce  spełnia rolę inicjatora re
plikacji D N A  ch rom osom u, również reguluje częstość 
inicjacji replikacji p lazm idów  X poprzez stymulację 
aktywacji transkrypcyjnej orik. O s ta tn io  w ykazano, 
b iałko DnaA działa w tym procesie bezpośrednio  (a nie 
poprzez regulację ak tyw ności h ipotetycznego genu, 
k tóry  wpływałby na ak tyw ność  pR), gdyż może ono  
s tym ulow ać transkrypcję  z p ro m o to ra  pR in vitro [43], 
B adan ia  te pozwoliły na  zap ro p o n o w an ie  s tym ulow a
nej przez białko D naA  aktywacji transkrypcyjnej orik 
ja k o  głównego procesu kon tro lu jącego  częstość inic
jacji replikacji p lazm idów  X.

VI. Regulacja przełączenia replikacji typu 0 
w replikację typu a  podczas rozwoju bak
teriofaga X

Replikacja D N A  faga X k ró tko  po zakażaniu  k o m ó r
ki gospodarza  zachodzi według m odelu  d w u k ie ru n 
kowej replikacji typu 0, a następnie  przechodzi w re- 
plikację typu a  (według m odelu  „toczącego się k o ła” ). 
A kceptow any obecnie m odel zak łada , że w przeciwień
stwie do zachodzącej we wczesnych e tapach  rozwoju 
faga dwukierunkow ej replikacji typu 0, je d n o k ie ru n 
kow a replikacja 0 może przechodzić w replikację 
a  dzięki odepchnięciu końca  5' przez rosnący koniec 3' 
now o syntetyzowanej nici [14], B adania  in vitro w y k a 
zały, że bez aktywności polimerazy RNA replikacja 
D N A  X zachodzi jed n ok ie runkow o , na tom ias t  t ra n s 
krypcja  rejonu origin pow oduje  pojawienie się s t ru k tu r  
D N A  replikujących się d w u k ie runkow o  [44], M ożna  
za tem  przypuszczać, że białko D naA  poprzez s tym ula 
cję p ro m o to ra  pR ma istotny wpływ na  k ierunkow ość 
replikacji D N A  faga X. Z apew ne we wczesnej fazie 
infekcji białko D naA  stymuluje aktywację transkryp-  
cyjną orik co prow adzi do  dw ukierunkow ej replikacji 
typu  0, natom iast pojawienie się wielu kopii D N A  faga 
X w kom órce  pow oduje  w ym iareczkow anie  białka 
D naA , a brak stymulacji p ro m o to ra  pR d o p ro w ad za  do 
jednok ierunkow ej replikacji typu 0 przechodzącej w 
replikację typu a . Po tw ierdzeniem  tej hipotezy może 
być fakt. że w m u tan tach  dnaA  zakażonych  fagiem 
X obserw ow ano  s truk tu ry  replikacyjne typu a  już we 
wczesnych etapach  infekcji [45], D o d a tk o w o  w ykaza
no, że w genomie faga X istnieje wiele sekwencji 
wiążących białko D naA  [46], co jeszcze bardziej

Stymulowana przez DnaA 
aktywcjatranskrypcyjna or/A

5-6 rund 
dwukierunkowej 
replikacji typu 0

DnaA * ?k° ,0J50 kopii IDNA faga A i

Brak stymulacji 
aktywacji transkrypcyjnej orí A

I

i

Jednokierunkowa 
replikacja typu d

Replikacja typu a

Ryc. 5. Schem at  r egu low anego  przez b ia łko  D n a A  przełączenia 
replikacji  typu 0 w replikację typu  o  podczas  rozw oju  faga 
X. W pierwszych e tap ach  rozw oju  k o m ó rk o w e  białko  D n aA  
stym ulu je  ak tyw ację  t r a n sk ry p cy jn ą  oriX  co umożliwia 
d w u k ie ru n k o w ą  replikację  typu  0. W wyniku  kilku (5-6) 
rund  takiej  replikacji  pow sta je  o k o ło  50 kopii D N A  faga X. 
Sekwencje w iążące b ia łko  D naA  obecne  w D N A  X p o w o d u 
ją  w ym ia reczkow an ie  tego białka, co uniemożliwia s ty m u la 
cję aktywacji  t ranskrypcy jne j  oriX. W takich  w a ru n k a c h  
rozpoczyna  się j e d n o k ie ru n k o w a  replikacja  typu  0, k tó ra  po 
jednej  rundzie  p rzechodzi  w replikację typu  a  w wyniku  
odepchn ięc ia  k o ń c a  5' przez rosnący  koniec 3' n o w o  
syn te tyzow anej  nici. Dla uproszczen ia  sc hem atu  p o k a z a n o  
jedynie  nić D N A  syn te ty z o w an ą  w sposób  ciągły podczas  
replikacji.

przem awia za możliwością w ym iareczkow ania tego 
białka przez szybko rosnącą  liczbę kopii D NA b a k 
teriofaga w wyniku kilku rund  replikacji typu 0. 
Schemat regulow anego przez białko DnaA przełącze
nia replikacji 0 w replikację a  przedstawia rycina 5.

VII. M echanizm  rozpadu kompleksu replika- 
cyjnego >.

.lak zaznaczono  wyżej, replikacja plazm idów X przy 
b raku  syntezy białka O  odbyw a się dzięki funk 
c jonow aniu  dziedziczonego kom pleksu  replikacyjnego 
zawierającego białko O  chron ione  przed proteolizą 
przez inne elementy tego kompleksu. M im o że obecnie 
nie jest znana  d o k ład n a  budow a dziedziczonego k o m 
pleksu replikacyjnego, badan ia  genetyczne wskazują, 
że w' jego skład obok  fagowych białek O  i P wchodzi 
jeszcze co najmniej helikaza D naB  [28, 47],

Dziedziczony kom pleks replikacyjny jest s truk tu rą  
bardzo  stabilną, m ogącą  funkcjonow ać co najmniej 
przez kilkadziesiąt generacji kom órkow ych  [34], J e d 
nakże okazało  się, że w specyficznych w arunkach , na 
przykład po przeniesieniu hodowli bakteryjnej z 30 do
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43°C, kom pleks ten może ulegać rozpadow i a uw ol
nione białko O  staje się substra tem  dla proteazy 
C lp X P  [48], O kaza ło  się, że w procesie rozpadu  
kom pleksu  replikacyjnego X po szoku termicznym 
konieczna jest funkcja białek G ro E L  i G ro E S  [48], 
Jednakże  sam a n a d p ro d u k c ja  tych białek nie jest 
wystarczająca, gdyż konieczne jest także szybkie p o d 
wyższenie tem pera tury . W ykazanie, że rozpad  k o m 
pleksu repliacyjnego X nie zachodzi po zaham ow an iu  
aktyw ności gryrazy D N A  [49] doprow adziło  z kolei 
do stwierdzenia, że w wyniku szoku termicznego 
dochodzi  do częściowej i przejściowej relaksacji D N A  
X [49], Proces p o w ro tu  do wyjściowego s tanu  super- 
skręcenia D N A  odbyw ający się dzięki aktywności 
gyrazy D N A  jest na tom ias t  przyczyną dysocjacji k o m 
pleksu replikacyjnego od D N A  [49]. Białka G ro E L  
i G ro E S  pow odują  następnie  rozbicie kom pleksu  
i uwolnienie białka O, k tóre  jest deg radow ane  przez 
pro teazę  C lpX P  [49]. Proces ten jest p rzedstaw iony 
schematycznie na rycinie 6.

N iespodziew anie  zaobserw ow ano , że do  rozpadu  
kom pleksu  replikacyjnego po szoku termicznym nie 
dochodzi  w p rzypadku  plazm idów  Xcro~ w dzikiego 
typu  bak te r iach  [34, 49], Niemniej jed n ak  nawet brak 
bia łka  C ro  nie zapobiegał rozpadow i kom pleksu  re
plikacyjnego X w m u ta n ta c h  dnaA  [50]. Również 
usunięcie n iektórych sekwencji wiążących białko 
D n aA  z p lazm idu Xcro~ pow odow ało  destabilizację 
kom pleksu  replikacyjnego w dzikiego typu bakteriach
[50], N a  podstawie tych wyników zap ro p o n o w an o ,  że 
b iałko D naA  uczestniczy w stabilizacji kom pleksu  
replikacyjnego X, a jego działanie jest bardziej efektyw
ne w p rzypadku  b raku  bia łka  Cro. Białko DnaA  może 
wiązać się z D N A  X oraz oddziaływać z pozostałymi

30-»43 C

Kompleks 
®  replikacyjny
□  DnaA

Ryc. 6. Schem at  ro z p a d u  k o m p le k su  rep likacy jnego  X po  szoku 
te rm icznym  (A) o raz  m echan izm  stabilizacji  tego k o m p le k 
su przez b ia łko  D n aA  w p rz y p a d k u  m u ta n ta  ero (B). Szok 
term iczny  p o w o d u je  częściową i przejściową relaksację  
D N A ,  a ka ta l izow any  przez gyrazę D N A  p o w ró t  do  
wyjśc iowego s ta n u  supe rsk ręcen ia  D N A  p o w odu je  dysocja-  
cję k om pleksu  rep l ikacy jnego  X a nas tępn ie  jego  rozk ład  
w wyniku  dzia łan ia  białek G r o E L  i G ro E S .  U w oln ione  
z k o m p lek su  b ia łko  O  jest d e g ra d o w a n e  przez pro teazę  
C lpX P .  W p rz y p a d k u  b ra k u  funkcji b ia łka  Cro .  b ia łko  
D n a A  m oże efektywnie oddz ia ływ ać  jednocześn ie  z D N A  
X j a k  i z e lem en tam i k o m p le k su  rep likacy jnego  zwiększając 
tym  sam ym  stab ilność  tej s truk tu ry .

sk ładnikam i kom pleksu  replikacyjnego zwiększając 
jego stabilność. Białko C ro  także wiąże się do D N A  A, 
zatem  możliwa jest konkurenc ja  obu  tych białek 
(D naA  i Cro) o wiązanie się do D N A  X w rejonie 
replikacyjnym. Stąd przy b raku  Cro, b ia łko D naA  
m oże efektywniej stabilizować kom pleks replikacyjny 
X (Ryc. 6).

VIII. Replikacja plazmidów X w cyklu kom ór
kowym  Escherichia coli

D oświadczenia  nad  replikacją na tu ra lnych  p lazm i
dów  pochodzących  od bakteriofaga  X p rzep row adzone  
przed wielu laty sugerowały, że dzikiego typu plazmidy 
replikują się niezależnie od cyklu k om ó rk o w eg o  E. coli
[51]. N iedaw ne  bad an ia  p rzeprow adzone  nad p laz
m idam i X skonstruow anym i in vitro potwierdziły  ta m 
te obserwacje, dostarczyły jednakże  nowych cieka
wych danych, mianowicie że plazm idy z m utacją  
w genie cro replikują się zależnie od cyklu k o m ó r 
kowego i każda  cząsteczka replikuje się raz podczas 
jednej generacji kom órkow ej [52]. Być m oże białko 
D naA  (które wydaje się odgryw ać kluczow ą rolę 
w regulacji replikacji ch ro m o so m u  baktery jnego  w cy
klu kom órkow ym ) jest odpow iedzialne za kon tro lę  
inicjacji replikacji p lazm idu  X w określonej fazie cyklu 
kom órkow ego  [52],

IX. U wagi końcowe

Badania  osta tn ich  lat potwierdziły raz jeszcze, że 
bakteriofag X może być nadal znakom itym  modelem 
badaw czym  w biologii m olekularnej. Prace nad  m e
chanizm am i regulacji replikacji D N A  X przyniosły 
wyniki o ogólnym  znaczeniu. W ydaje się p ra w d o p o d o 
bne, że wykryte po raz pierwszy u p lazm idów  X zjawis
ko dziedziczenia kom pleksu  replikacyjnego, może wy
stępow ać w zm odyfikowanej formie także w k o m ó r 
kach eukario tycznych  [53-57], Z a p ro p o n o w a n y  m e
chanizm  przejścia replikacji typu 9 w replikację typu 
a  podczas rozwoju faga X może stanowić punkt 
wyjścia do  b ad ań  nad  analogicznym i m echanizm am i 
replikacji m ateria łu  genetycznego innych wirusów, 
u k tórych replikacja D N A  zachodzi w podo b n y  sp o 
sób (np. wirusa Herpes simplex)  [58], Z jawisko roz 
padu  kom pleksu  replikacyjnego X po szoku term icz
nym było pierwszym przykładem  udziału białek 
G ro E L  i G ro E S  w rozkładzie z łożonych s tru k tu r  
biologicznych. P o d o b n a  ak tyw ność  b iałka G ro E L  
została  po tw ierdzona  os ta tn io  w innych układach 
doświadczalnych [59], W ykazanie  zależnej od cyklu 
kom órkow ego  gospodarza  replikacji plazmidów 
X niosących mutację  w genie cro daje szansę użycia 
tych p lazm idów w dalszych badan iach  ja k o  n a jp ro s t
szych znanych replikonów, k tórych  replikacja jest 
specyficznie inicjowana w określonej fazie cyklu k o m ó r
kowego [52],
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Regulacja ekspresji genów miozyn mięśniowych ssaków 

Regulation of mammalian muscle myosin genes expression

KRZYSZTOF NIEZNAŃSKI*
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Wykaz stosowanych skrótów: M H C  — myosin heavy chain, 
łańcuch ciężki miozyny; M LC — myosin light chain, łańcuch 
lekki miozyny; Sp — Semimembranosus proprius, mięsień 
półbłoniasty własny; Sa — Semimembranosus accessorius, 
mięsień półbłoniasty dodatkowy; SRF — serum response 
factor, czynnik odpowiedzi na surowicę; TEF-1 — transcrip
tion enhancer factor-1, czynnik 1 wzmacniacza transkrypcji; 
bH LH  domain — basic-helix-loop-helix domain, zasadowa 
domena helisa-pętla-helisa; M EF-2 — myocyte enhancer 
bindingfactor-2, czynnik 2 wiążący specyficzny dla miocytów 
wzmacniacz transkrypcji; CSS — cardiac specyfic sequence, 
sekwencja sercowo-specyficzna

I. W stęp

M iozyna klasy II, tzw. m iozyna konw encjonalna , 
jest białkiem m otorycznym  w chodzącym  w skład 
ap a ra tu  kurczliwego mięśni wszystkich typów [1], Jej 
cząsteczka jest heksam erem  złożonym  z dw óch łań 
cuchów ciężkich, z k tórych  każdy wiąże się z jednym  
isto tnym  i jednym  regulującym łańcuchem  lekkim [2], 
O p isano  wiele izoform łańcuchów  ciężkich (M H C ) 
i lekkich miozyny (MLC). W większości, izoformy te są 
p ro d u k tam i różnych genów [3-6]. Jedynie n iektóre  
izoformy pow sta ją  na drodze  a l ternatyw nego w ycina
nia in tronów  (ang. alternative splicing) [7, 8], W y k a z a 
no, że w mięśniach różnych typów występują  na ogół 
różne izoformy łańcuchów  ciężkich i lekkich miozyny. 
Jest to konsekw encją  tkankowo-specyficznej regulacji 
ekspresji genów kodujących  te izoformy. Specyficzne 
zm iany we wzorze ekspresji izoform łańcuchów  cięż
kich i lekkich m iozyny zachodzą  podczas rozwoju 
mięśnia, a także w dojrzałym  mięśniu [9-14], Z m iany  
te wpływają na właściwości kurczliwe mięśnia. Po-

*Dr, Zakład Biochemii Mięśni, Instytut Biologii Doświad
czalnej im. Marcelego Nenckiego PAN, ul. Pasteura 3. 
02-093 Warszawa

znanie m echanizm ów  regulujących ekspresję genów 
m iozyny przyczyni się do zrozum ienia  m oleku larnych  
podstaw  zjawiska adaptacji a p a ra tu  kurczliwego m ię
śni do w ym agań  funkcjonalnych. Specyficzna ekspre
sja izoform miozyny w k o m órkach  mięśniowych może 
stanowić p o n a d to  doskonały  układ doświadczalny  do 
badan ia  m echanizm ów  regulacji ekspresji genów. Stąd 
też zagadnienie  to cieszy się dużym  zainteresowaniem .

II. T kankow o-specyficzna ekspresja genów  
miozyny

Jak do tąd  op isano  kilkanaście izoform łańcuchów  
lekkich i k ilkanaście izoform łańcuchów  ciężkich m io 
zyny (Tab. 1). Te różne izoformy są specyficzne eks- 
presjonow ane w k o m ó rk ach  mięśnia szkieletowego, 
sercowego lub gładkiego. Tylko nieliczne izoformy są 
wspólne dla mięśni różnych typów.

W kom ó rk ach  mięśnia sercowego ssaków ulegają 
ekspresji dw a geny kodujące M H C ; oc-MHC i [3-MHC, 
ułożone w tandem ie  na chrom osom ie  14 [15-17], 
Izoforma (3 występuje w mięśniu k o m ó r  sercowych, zaś 
w ystępowanie izoformy ot ograniczone jest do  mięśnia 
przedsionków. Jedynie u drobnych  ssaków, ot-MHC 
jest ekspresjonow any zarów no  w mięśniu k o m ó r  jak  
i przedsionków, na tom ias t  (3-MHC nie ulega ekspresji 
w sercu dorosłego o rganizm u [22]. Izoform a (3-MHC 
występuje także w mięśniach szkieletowych wolno 
kurczących się (tzw. wolnych) [27], W sercu w ykryto  
5 różnych izoform M LC: 3 regulatorowe, w tym 
VLC-2 i VLC-2* specyficzne dla k o m ó r  i ALC-2 
specyficzną dla przedsionków  oraz  dwie izoformy 
istotnego łańcucha lekkiego: V L C -1 w ystępującą w k o 
m orach  i ALC-1 występującą w przedsionkach  [18- 
-20]. ALC-1 ulega p o n a d to  ekspresji w całym mięśniu
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Izoformy ła ń cu ch ó w  lekkich i ciężkich m iozyny o raz  miejsce ich w ys tępow an ia  (na p o d s ta w ie  [11, 15-27, 29, 32-34, 36-41, 43-46] J.

Tabela 1.

Typ mięśnia Izoformy łańcuchów ciężkich
Izoform y łańcuchów lekkich

is to tnych regulujących

k o m o ra
sercowy

przedsionek

P -M H C  =  M H C -I  

ot-MHC

VLC-1 =  M L C - I S  

ALC-1 =  MLC-1 em b

VLC-2 =  M L C -2S ,  VLC-2* 

ALC-2

wolny
szkieletowy

szybki

M H C -I ,  M H C e m b ,  M H C p n

M H C -I I a ,  I lb, IIx d. M H C e m b ,  
M H C p n

MLC-1 S, M L C - I S ’. M L C -1  em b 

MLC-1 F, M L C -3 F ,  M L C -1  em b

M L C -2S

M L C -2 F

gładki
S M M H C -1  A, - IB  
S M M H C - 2 A ,  -2B 
S M M H C e m b ( N M M H C - B )  
N M M H C - A

L C 17a( L C 17nm) 
L C 17h(LC 17gl)

l c 20

L C 20mn

sercowym i mięśniach szkieletowych zarodków  ssa
ków, s tąd izoformę tę nazywa się często em biorna lnym  
M L C  (MLC-1 emb) [18], izoform y kom orow e: VLC-1 
i VLC-2 są ekspresjonow ane także w mięśniach szkie
letowych wolnych dorosłego o rganizm u [21, 22], 

W ykazano, że różne typy włókien mięśni szkieleto
wych charak te ryzu ją  się różnym  wzorem ekspresji 
izoform miozyny [3, 23], W wolno kurczących się 
w łóknach  mięśniowych typu 1 oraz szybko kurczących 
się w łóknach  typu II (tzw. szybkich) występują różne 
izoformy M H C , k tó re  wykazują różną  ak tyw ność  
A T P azow ą  i są odpow iedzialne za różną szybkość 
kurczenia  się. W mięśniach szkieletowych dorosłych 
ssaków7 m ożna  wyróżnić 3 subpopulacje  włókien typu 
II: IIA, 11B i IIX /D , w których ulegają ekspresji 
odpow iednie  izoformy łańcuchów  ciężkich: M H C -IIa ,  
-IIb i -IIx/d [24-26], We w łóknach typu I ekspres- 
jo n o w a n a  jest izoforma M H C -I  identyczna z kom oro -  
wą izoformą (3-MHC [27], N ajnow sze badan ia  w ska
zują na istnienie nawet trzech izoform łańcucha cięż
kiego we w łóknach wolnych [28], P o n ad to  w roz 
wijającym się mięśniu szkieletowym za ro d k a  w ykryw a 
się dwie izoformy M H C  zwane em briona lną  i okołou- 
rodzeniow ą [11, 29], O s ta tn io  w ykazano, że izoforma 
sercowa ot-MHC w'ystępuje także w mięśniu pozaocz- 
nym i żwaczu — dw óch wyspecjalizowanych mięś
niach szkieletowych [30, 31], W mięśniach szkieleto
wych ssaków ulegają ekspresji 4 różne izoformy is to t
nych łańcuchów  lekkich: M LC -1S  i M LC -1S ' we 
w łóknach  typu I o raz  M L C -1 F  i M L C -3 F  we w łók 
nach typu II, a także dwie izoformy regulujących 
łańcuchów  lekkich: M FC -2S  we włóknach typu 
I i M F C -2 F  we w łóknach typu II [21, 32-34], Izoform a 
M F C - 1 Sjest identyczna z k o m o ro w ą  izoformą V F C - 1, 
a M F C -2S  z k o m o ro w ą  izoformą VFC-2 [21, 33], 
Jedynie M F C -1 F  i -3F są p ro d u k tam i jednego genu, 
pow stającym i w wyniku a lternatyw nego wycinania  
in tronów  [8, 32, 35],

W k o m órkach  mięśni gładkich występują 4 izofor
my łańcuchów  ciężkich: S M M H C -1A . -2A, -IB, -2B,

które  są p ro d u k tam i jednego genu [7, 36-38], P o n a d 
to, podczas wczesnych e tapów  rozwoju mięśnia g ład
kiego w ykryw ane są dwie izoformy: N M M H C -A  
i N M M H C - B  (S M M H C em b),  kodow ane  przez dw a 
różne geny [39-41], Izoformy S M M H C  są ekspres
jon o w an e  specyficznie w k o m órkach  mięśni gładkich, 
na tom ias t  N M M H C - A  i -B ulegają ekspresji także 
w kom ó rk ach  niemięśniowych [42], W kom órkach  
mięśni gładkich w ykryto  dwie izoformy istotnych 
łańcuchów  lekkich: F C 17b ( F C 17gi) specyficzną dla 
mięśni gładkich oraz F C 17a ( F C 17nm) występującą 
także w k o m ó rk ach  niemięśniowych [43-45], Izofor- 
m a  F C 17b przew aża w mięśniach trzewnych, zaś 
F C 17a w mięśniach gładkich naczyń krwionośnych. 
O bie  izoformy istotnych M F C  są p roduk tam i jednego 
genu, pow stającym i na drodze  alte rnatyw nego w ycina
nia in tronów  [45], W miocytach mięśni gładkich 
ulegają ekspresji także dwie izoformy regulujących 
M FC : F C 20, specyficzna dla tych mięśni oraz F C 20nm, 
występująca także w k o m ó rk ach  niemięśniowych [46],

III. Ekspresja genów m iozyny specyficzna dla 
etapu rozwoju mięśnia

Ekspresja genów kodujących izoformy łańcuchów 
ciężkich i łańcuchów  lekkich miozyny jest specyficzna 
także dla e tapu  rozwoju mięśnia. Kolejność po jaw ia
nia się poszczególnych izoform jest ściśle skorelow ana 
z określonymi e tapam i rozwoju mięśni za ro d k a  i n o 
worodka.

Jak do tąd  najbardziej szczegółowo opisano  kolej
ność pojaw iania  się izoform miozyny podczas rozwoju 
mięśni szkieletowych ssaków (Tab. 2). Pierwszym 
łańcuchem  ciężkim wykryw anym  w rozwijającym się 
mięśniu szkieletowym za ro d k a  jest M H C em b  [11]. 
Pojawia się on w m iotomie, czyli pierwszym mięśniu 
szkieletowym form ującym  się w zarodku , w około  9-10 
dni po zapłodnien iu  (u myszy) i staje się izoformą 
dom inującą. W tym okresie w ykryw ana jest też izofor
m a ko m o ro w ą  (3 -M H C /M H C -I [11, 27], Izoforma ta
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Tabela 2.
K ole jność  p o jaw ian ia  się izoform m iozyny  podczas  rozw oju  mięśni szkieletowych z a ro d k a  myszy (wg [11]). G w iazd k ą  za z n a c z o n o  pierwsze 
po jaw ien ie  się b ia łka  w rozw ija jącym  się mięśniu. Z n a k a m i  rów ności  lub większości p rzed s taw io n o  relatywny poziom  ekspresji  poszczególnych  
izoform. Sk ró t  d p.c. oznacza  dni  po  zap łodn ien iu .

9-10 d p.c. 10,5 d p.c. 12,5 d p.c. 15.5 d p.c.

M H C e m b * ,  
p -M H C * ,  
ALC-1*,  
M L C -1  F*

M H C p n *
M H C e m b  >  M H C p n  =  p - M H C  
ALC-1 >  M LC-1 F

M H C p n  =  M H C e m b  >  p - M H C  
ALC-1 =  M LC-1 F

M H C p n  >  M H C e m b  >  P -M H C  
M L C -1 F  >  ALC-1

jest eksp res jonow ana  podczas całego okresu rozwoju 
em briona lnego , lecz na znacznie niższym poziomie niż 
M H C em b . W około  9-10 dni po zap łodnien iu  w m io to 
mie myszy pojaw iają  się też dwie izoformy istotnych 
łańcuchów  lekkich, a mianowicie przedsionkow a izo
form a ALC-1 i izoforma M L C -1F , charak terys tyczna  
dla mięśni szkieletowych szybkich [47, 11]. W tym 
p rzy p ad k u  izoforma sercowa jest izoformą d o m in u ją 
cą. D om inac ja  izoformy ALC-1 n ad  M L C -1 F  u trzy
muje się w mięśniach szkieletowych za ro d k a  myszy do 
oko ło  12 dn ia  po zapłodnieniu , kiedy to poziom  
ekspresji obu  izoform ulega wyrów naniu . D opiero  
w 15-dniowym za ro d k u  izoforma M L C -1 F  zaczyna 
przew ażać  nad izoform ą przedsionkow ą. K olejna izo
form a łańcucha ciężkiego tzw. oko łou rodzen iow a 
(M H C pn),  pojawia się po około  10 dniach od z ap ło d 
nienia i s topn iow o zaczyna zas tępow ać izoformę e m b 
r iona lną  [11]. W 12-dniowym za ro d k u  myszy ekspre
sja obu  izoform łańcucha ciężkiego jest w yrów nana, 
a po 15 dniu rozwoju em briona lnego  izoforma o k o ło u 
rodzeniow a zaczyna przeważać nad  izoformą em b 
rionalną. M im o że M L C -1 F  i M L C -3 F  są p roduk tam i 
tego sam ego genu, izoforma M L C -3 F  w ykryw ana jest 
dop ie ro  po 15 dniu od zapłodnien ia  [11 ,48], W tedy też 
po raz pierwszy pojawia się izoforma k om orow a  
łańcucha istotnego VLC-1, tożsam a z izoformą M L C - 
-1S [11]. Po urodzeniu  izoformy łańcuchów  ciężkich 
M H C e m b  i M H C p n  przestają być w ykryw ane [10], 
P rzypuszcza się, że ekspresja obu izoform może p o d 
legać w spólnem u m echanizm ow i negatywnej regulacji. 
W yjątek stanow ią  specyficzne mięśnie pozaoczny 
i żwacz, w k tórych M H C p n  oraz  M H C e m b  (tylko 
w mięśniu pozaocznym ) ulegają ekspresji także w d o 
rosłym organizmie ssaka [51, 52], Także  ekspresja 
ALC-1 zan ika  po urodzeniu  w mięśniach szkieleto
wych, a zostaje u trzym ana  w mięśniu przedsionków  
serca [48, 53]. Izoformy M H C  typu  II nie są wy
kryw ane  przed urodzeniem  [9, 11]. K om órk i  mięśni 
szkieletowych za ro d k a  w ykazują  taki sam wzór ek
spresji genów miozynowych, niezależnie od tego czy są 
p reku rso ram i włókien szybkich czy wolnych [49], 
D eterm inacja  typu w łókna następuje  dopiero  po u ro 
dzeniu [49, 54, 55]. U w aża się, że zasadniczą rolę w tej 
determ inacji odgrywa, rozwijający się w pełni po 
urodzeniu , typ unerwienia  m otorycznego  cha rak te rys
tycznego dla typu w łókna [49], N a  różnicowanie 
włókien m a wpływ także h o rm o n  tarczycy —  trój-

jodo ty ro n in a ,  k tóry  ham uje ekspresję izoformy wolnej 
M H C -I/(3 -M H C  [27, 50], Różnicowanie się włókien 
mięśni szkieletowych związane jest z zaham ow an iem  
ekspresji izoformy M H C-I/(3-M H C i rozpoczęciem 
ekspresji izoform typu II w formującym się włóknie  
szybkim oraz zwiększeniem ekspresji M H C -I/(3 -M H C  
w form ującym  się włóknie wolnym [49, 54], N a  uwagę 
zasługuje fakt, że ekspresja izoform miozyny m a 
charak te r  sekwencyjny —  podczas rozwoju izoformy 
em brionalne  zastępow ane są przez oko łourodzeniow e, 
a te z kolei przez izoformy charakterys tyczne dla 
dorosłego organizmu.

Nieco inny wzór ekspresji izoform miozyny obser
wowany jest podczas rozwoju embrionalnego mięśnia 
sercowego niż mięśnia szkieletowego. M iozyna jest 
wykrywana w sercu zarodka  myszy wcześniej niż w 
mięśniu szkieletowym zarodka, bo już około 8 dnia  po 
zapłodnieniu [11, 56, 57], W odróżnieniu od em briona l
nego mięśnia szkieletowego, w mięśniu sercowym nie 
występuje M H C em b  i M H C p n  [11], W sercu za ro d k a  
izoformy ALC-1 i VLC-1 są koekspresjonowane, przy 
czym izoforma ALC-1 przeważa w mięśniu przedsion
ków, zaś VLC-1 w mięśniu kom ór [11, 57], Z a h a m o w a 
nie ekspresji izoformy ALC-1 w kom orach  i izoformy 
VLC-1 w przedsionkach obserwowane jest dopiero  po 
urodzeniu [57]. W zór ekspresji izoform regulujących 
M L C  już na wczesnych etapach rozwoju mięśnia ser
cowego przypom ina wzór charakterystyczny dla d o ro s 
łego organizmu ssaka. Izoforma VLC-2 pojawia się 
w mięśniu k om ór serca zarodka już 8 dnia po zap łod 
nieniu i od samego początku jej ekspresjajest ograniczo
na wyłącznie do tej części mięśnia sercowego [56]. 
Izoforma ALC-2 wykrywana jest głównie w mięśniu 
przedsionków serca zarodka  [58], Podobnie jak  w przy
padku mięśni szkieletowych, charakterystyczny dla 
dorosłego organizmu wzór ekspresji izoform sercowych 
M H C , obserwowany jest dopiero po urodzeniu. P o d 
czas rozwoju embrionalnego w mięśniu przedsionków 
i kom ór zachodzi koekspresja izoformy (3-MHC 
i oc-MHC [57], W 9,5 dnia po zapłodnieniu ekspresja 
(3-MHC zaczyna być ograniczana do komór, natom iast 
ooM H C jest nadal ekspresjonowany w całym mięśniu 
sercowym zarodka, przy czym na wyższym poziomie 
w' przedsionkach.

W rozwijającym się mięśniu gładkim ulegają eks
presji dwie niemięśniowe izoformy łańcucha ciężkiego: 
N M M H C -A  i N M M H C -B /S M M H C e m b  [39-41],
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S M M H C e m b  jest do m in u jącą  izoformą w mięśniu 
g ładkim  z a ro d k a  i n o w o ro d k a ,  a następnie jego eks
presja, w dojrzałym  mięśniu, ulega zaham ow aniu . 
Jedynie  w mięśniach gładkich naczyń dorosłego ssaka 
obserw ow any  jest niski poziom  ekspresji izoform 
niemięśniowych. Izoformy S M M H C -1 A  i - IB  po ja 
wiają się wcześniej niż S M M H C -2 A  i -2B i są wy
kryw ane  podczas rozwoju em briona lnego  i oko łouro-  
dzeniowego [59, 60], S M M H C -2 A  i -2B pojawiają się 
dop ie ro  po urodzeniu , a \V około  20 dni po urodzeniu  
poziom  ekspresji izoform SM M H C -1  i -2 ulega w yrów 
naniu  [61, 62], Jedynie te cztery izoformy występują 
w dojrzałych mięśniach gładkich. Zależnie od rodzaju 
mięśnia p roporc ja  izoform S M M H C  względem siebie 
może ulegać zmianie [63]. Regulacja ekspresji tych 
izoform odbyw a się na poziom ie a lte rnatyw nego wyci
nan ia  in tronów  [7],

IV. Zm iany poziomu ekspresji genów m iozy
ny w mięśniu dorosłego organizmu

Z m iany  poz iom u ekspresji genów izoform miozyny 
obserwuje się nie tylko podczas rozwoju mięśni, ale 
także w dojrzałych mięśniach. Z nane  od daw na  zjawis
ko plastyczności mięśni związane jest ze zdolnością 
kom ó rek  mięśniowych do  m odu low an ia  poz iom u eks
presji białek a p a ra tu  kurczliwego w odpowiedzi na 
bodźce środowiskowe. Zdo lność  ta pozwala  dojrzałym 
m ięśniom  na adap tac ję  do funkcjonalnych wymagań.

Już w 1960 roku  B u 11 e r wykazał, że właściwości 
mięśni szkieletowych są ściśle zależne od ich u n e r
wienia m otorycznego  [12], Właściwości mięśnia szkie
letowego są zm ieniane w wyniku odnerw ienia  (od
łączenia nerwu motorycznego), unerwienia krzyżow e
go lub elektrycznej stymulacji impulsami o często t
liwości charakterys tycznej dla stymulacji mięśnia in
nego typu [64-67]. Jak  później w ykazano, zabiegi te 
p row adzą  do  zmian w poziomie ekspresji izoform

T abela 3
Z m ia n y  we wzorze  ekspresji  izoform M H C  w m ięśniu  Semimemb-  
ranosus proprius  u n e rw io n y m  k rzyżow o  nerwem  m o to ry c zn y m  
m ięśnia  szybkiego Semimembranosus accesorius  (część A) o raz  w od- 
n erw io n y m  mięśniu Semimembranosus accesorius  p o d d a n y m  s ty m u 
lacji im pu lsam i o częstotl iwości  10 Hz (część B) [wg 72],

C zas trwania 
doświadczenia

(miesiące)

K o n t ro la
1
2
3
5

K o n t ro la
1

1,5
2

3

Procentowy udział izoform M H C  

I I la  IIx l id  1 Ib pn

100
90 6
83 9 8
76 11 13
37 42 19

— 9 20
24 28 47
57 18 25
96 2 2

96 i 2

71

miozyny i wskazują na  istotną rolę unerwienia m o to ry 
cznego, a tym sam ym  specyficznego wzoru aktywności 
motorycznej, w regulacji ekspresji miozyny [68-71], 
Przedstaw ione w tabeli 3 wyniki doświadczeń B a 
c o  u i w s p. [72] najlepiej ob razu ją  wpływ unerwienia 
motorycznego na ekspresję izoform miozyny w k o m ó r
kach mięśni szkieletowych. D oświadczenia te polegały 
na oznaczeniu  poziom u ekspresji różnych izoform 
M H C  po odnerwieniu i krzyżowym  unerwieniu mięś
nia wolnego Semimembranosus proprius (Sp) nerwem 
mięśnia szybkiego Semimembranosus accessorius (Sa) 
oraz po odnerw ieniu  i elektrycznej stymulacji Sa 
impulsami o częstotliwości 10 Hz częstotliwości 
charakterystycznej dla stymulacji mięśnia wolnego. Sp 
jest mięśniem wolnym, w k tó rym  ulega ekspresji 
wyłącznie izoforma M H C -I  oraz tzw. wolne izoformy 
M LC. Sam o odnerwienie Sp nie wywołuje zmian 
w ekspresji M H C , a jedynie indukuje  ekspresję e m b 
r ionalnego M LC . D opiero  5-miesięczne krzyżowe 
unerwienie Sp indukuje  de noro  ekspresję izoform 
szybkich M H C  Ila. IIx /IId  oraz 11 b i znacznie obniża 
ekspresję izoformy wolnej M H C -I.  Z m iana  w typie 
unerwienia mięśnia wolnego nie pow oduje  jednak  
całkowitej transform acji w mięsień szybki. N atom ias t  
dwumiesięczna stymulacja impulsami o niskiej często t
liwości mięśnia Sa, w k tó rym  wykrywane są wyłącznie 
izoformy M H C  typu II, wystarcza dla nieomal cał
kowitej transformacji tego mięśnia w mięsień typu 
wolnego, w którym  występuje głównie MHC-1. Powyż
sze wyniki bad ań  pozwoliły na określenie stopnia  
wrażliwości ekspresji różnych izoform M H C  na u n e r
wienie m otoryczne. W rażliwość ta zmienia się zgodnie 
ze schematem: M H C -I Ib  >  11 x d >  11 a >  I. Z atem  
najbardziej wrażliwa na specyficzne unerwienie jest 
ekspresja izoformy M H C -IIb  charakteryzującej się 
najwyższą aktyw nością  A T Pazow ą, a najmniej w raż
liwa ekspresja izoformy M H C -I  - o najniższej ak ty w 
ności ATPazowej. Ekspresja  izoform M L C  wykazuje 
mniejszą zależność od unerwienia  niż ekspresja izo
form M H C , niemniej w odnerw ionym  mięśniu szyb
kim s tym ulow anym  im pulsam i o częstotliwości c h a ra 
kterystycznej dla stymulacji mięśnia wolnego, obse r
wuje się re-ekspresję M LC-1S i obniżenie ekspresji 
M L C -1 F , M L C -2F , M L C -3 F  [14. 73], W tym przypa
dku najbardziej wrażliwa jest ekspresja izoformy 
M LC -2F .

Z m iany  w poziomie ekspresji miozyny zachodzą  
także w w aru n k ach  przeciążenia m echanicznego mięś
nia [74-76], Podczas wywołanej przeciążeniem m echa
nicznym hipertrofii mięśnia szkieletowego obserwuje 
się stymulację ekspresji izoformy M H C -I.  Przy hiper
trofii pojawiają  się też niewielkie ilości M H C e m b  
i M H C p n  [76], Nie w ykryw a się na tom ias t  istotnych 
zm ian w ekspresji izoform M LC.

O d daw n a  wiadom o, że h o rm ony  tarczycy są istotne 
dla praw id łow ego rozwoju mięśni szkieletowych k rę 
gowców [77, 78]. W ykazano , że ekspresja wszystkich 
członków wielogenowej rodziny łańcuchów  ciężkich
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m iozyny jest wrażliwa na tró j jodo ty ron inę  [50, 79, 80]. 
T rak to w an ie  wolnego mięśnia soleus, w k tó rym  eks- 
p res jonow ana  jest w oko ło  90%  izoform a M H C -I ,  8%  
M H C -I Ia  oraz w śladowych ilościach M H C -IIb  
i -IIx/d, tró j jodo ty ron iną  prow adzi do  znacznego 
obniżenia  ekspresji M H C -I  oraz  stymulacji ekspresji 
izoform szybkich M H C -I Ia  i -IIx/d [80], T ró jjodoty- 
ron ina  stymuluje również ekspresję izoform M L C -1F , 
-2F, -3F we w łóknach mięśnia soleus.

T akże miocyty sercowe m ogą  a d ap to w ać  się do 
w aru n k ó w  zwiększonego obciążenia  m echanicznego, 
zmieniając poziom  ekspresji izoform M H C  i M L C  
[22], Podczas hipertrofii mięśnia sercowego obserwuje 
się wyraźne zm iany w poziom ie ekspresji genów 
a - M H C  i (3-MHC [81, 82], W ciśnieniowo przeciążo
nym sercu dochodzi do nadekspresji (3-MHC i o b 
niżenia poziom u ekspresji izoformy a -M H C , co jest 
charak terys tyczne dla odpowiedzi hipertroficznej. 
Z a tem  zarów no  w hipertroficznym mięśniu szkiele
towym, jak  i h ipertroficznym mięśniu sercowym, 
następuje  zwiększenie ekspresji izoformy M H C -I /  
/(3-MHC. P o n ad to ,  podczas zwiększania obciążenia 
hem odynam icznego , ulega zm ianom  w zór ekspresji 
M L C  [22], P rzedsionkow a izoforma ALC-1, u dzieci 
z w rodzonym i cho ro b am i serca, ulega ekspresji na 
w ysokim  poziomie w przerośniętym  mięśniu prawej

kom ory  [83], Ekspresja de novo ALC-1 jest obserw ow a
na także w przeciążonym mięśniu lewej kom ory  pacjen
tów z chorą  zastawką serca [84, 85]. Interwencja ch iru r
giczna, norm alizu jąca  stan hem odynam iczny, p ro w a 
dzi do obniżenia  ekspresji ALC-1 w kom orze  sercowej.

N a  poziom  ekspresji sercowych izoform m iozyny 
wpływają także ho rm ony  tarczycy [86]. W ykazano , że 
podobn ie  jak  w mięśniach szkieletowych, h o rm o n y  te 
silnie ham ują  ekspresję izoformy (3-MHC w mięśniu 
sercowym [27, 87, 88].

Przeciążenie mechaniczne mięśni gładkich, p o d o b 
nie jak  mięśni prążkow anych, wywołuje zm iany  we 
wzorze ekspresji izoform M H C . Z aobse rw ow ano , że 
w mięśniach gładkich dochodzi do zwiększenia eks
presji S M M H C -2  na skutek stresu m echanicznego 
[89]. W stanach  patologicznych ekspresja M H C  ulega 
znacznym  zm ianom . W kom órkach  arterioskierotycz- 
nych dochodzi do re-ekspresji S M M H C e m b  [39]. 
K om ó rk i  te charak teryzu ją  się p o n ad to  dom inac ją  
izoformy S M M H C -1 , a zatem przypom ina ją  kom órk i 
mięśni gładkich za ro d k a  [39].

Ekspresja M H C  w dorosłych mięśniach gładkich, 
podobn ie  jak  w innych typach mięśni, podlega regu la 
cji horm onalnej.  O sta tn io  wykazano, że ekspresja 
izoform S M M H C  w mięśniu gładkim macicy jest pod 
k on tro lą  estrogenu [90],

Tabela 4.
Elementy  sekwencyjne i czynniki  t r a n sk ry p cy jn e  o d pow iedz ia lne  za regulację ekspresji  genów miozyny (na podstaw ie  
[93, 96-101, 103, 107, 113, 114, 124-128, 131, 132, 134]). Z n ak iem  j  z a z n a czo n o  aktywację,  zaś znak iem  j  h am o w a n ie  
transkrypcji .

Gen Element sekwencyjny Czynnik transkrypcyjny

a -M H C E -box  - M -C A T  Î (EM ) M ax (E-box), T EF-1  (M -CAT)
G A T A  j b ia łko  G A T A -4
sekwencja  w iążąca  M E F -2  j M E F -2
C A rG -b o x S R F

P-M H C E-box - M - C A T  Î b ia łko  b H L H ,  TEF-1
G A T A  Î b ia łko  G A T A -4

M H C -IIa C A rG -b o x  • S R F
E-box b ia łko  7 rodziny  M y o D

SM M H C C A rG -b o x  j S R F
p o d o b n y  do  C A rG -b o x  j p o d o b n y  do  S R F
G C -b o x  j Spl
E-box bia łko  b H L H
sekw encja  w iążąca  MF.F-2 M E F -2

ALC-1 E-box î b ia łko  b H L H
C A rG -b o x S R F
G A T A białko  G A T A

VLC-1 C A rG -b o x  j S R F
G A T A białko  G A T A

M L C -1F  -3F C A rG -b o x  j S R F
sekwencja  w iążąca  M E F -2  } M E F -2
G A T A  Î bia łko  G A T A

VLC-2 C A rG -b o x  | SR F
E-box M ax
C S S | C SSB P1 ,  C S S B P 2
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V. Elem enty sekwencyjne i czynniki trans- 
krypcyjne odpowiedzialne za regulację 
ekspresji genów m iozyny

W ciągu osta tn ich  lat p rzep row adzono  wiele badań  
m ających na celu wyjaśnienie m echanizm ów  regulacji 
specyficznej ekspresji genów miozyny. W ykazano , że 
ekspresja tych genów regulow ana jest głównie na 
poziomie transkrypcji. Jak  do tąd  nie dla wszystkich 
genów m iozyny znaleziono m otyw y sekwencyjne oraz 
czynniki t ranskrypcyjne  odpowiedzialne za regulację 
ich ekspresji. P oznane  m otyw y sekwencyjne oraz o d 
działujące z nimi czynniki t ranskrypcyjne  zebrano  
w tabeli 4.

Jednym  z najczęściej występujących m otyw ów  sek
wencyjnych w regionach p rom oto ro w y ch  genów k o 
dujących b iałka a p a ra tu  kurczliwego jest motyw 
CC(A/T)6G G , zwany C A rG -box  [91-95]. C A rG -box  
w ykryto  w regionie p ro m o to ro w y m  genów: oc-MHC, 
ALC-1, VLC-1, VLC-2, M H C -IIa ,  M L C -1 F /-3 F  oraz 
S M M H C  [93, 96-101], Sekwencja C A rG -box  wiąże 
czynnik odpowiedzi na surowicę (SRF) [102], W y k a 
zano, że związanie S R F  z C A rG -box  stymuluje tkan- 
kowo-specyficzną transkrypcję  genu VLC-1, VLC-2, 
M L C -1 F /-3 F  oraz S M M H C  [93, 98-100], W obrębie 
sekwencji p rom oto row ej genu S M M H C  wykry to  aż 
trzy m otyw y C A rG -b o x  oraz  p o d o b n ą  do C A rG -box  
sekwencję regulującą pozytywnie ekspresję tego genu 
w kom ó rk ach  mięśni gładkich [100], Znaczenie  m o ty 
wu C A rG -box  w regulacji ekspresji genów oc-MHC 
i ALC-1 nie jest w pełni jasne.

Sąsiadujące ze sobą m otyw y sekwencyjne E-box 
i M -C A T  w ykryto  w regionach p rom oto row ych  ge
nów kodujących izoformy sercowe białek apa ra tu  
kurczliwego: [3-MHC, ak tyny  i tropon iny  T  [103-106]. 
W obrębie sekwencji p rom otorow ej genu kodującego 
przedsionkow ą izoformę oc-MHC oba  te m otyw y za 
chodzą  na siebie, stąd też nazw ano  je m otywem  
hybrydow ym  EM  (ang. E M  hybrid m o t i f) [107], E-box 
charak teryzuje  się konsensusow ą sekwencją 
C A N N T G , zaś M -C A T  sekwencją C A T T C C T  [106, 
108]. W ykazano, że oba  m otywy są niezbędne dla 
pozytywnej regulacji ekspresji genu oc-MHC. P rzypu
szcza się, że za pośrednictw em  m otyw ów  E-box-M - 
-CA T regulow ana jest ekspresja genu oc-MHC w o d 
powiedzi na ak tyw ność  kurczliwą kardiom iocytów . 
Z m otyw em  EM  wiążą się czynniki transkrypcyjne: 
białko M ax z m otyw em  E-box i TEF-1 (ang. transcrip
tion enhancer fa c to r -1) z  M -C A T  [109], Czynnik 
transkrypcyjny  M ax należy do nad rodz iny  z a sad o 
wych białek posiadających m otyw  s truk tu ra lny  helisa- 
-pętla-helisa (tzw. b H L H , ang. basic-helix-loop-helix), 
zaś TEF-1 jest członkiem rodziny czynników' trans- 
krypcyjnych T E A /A T T S  [110, 111], D opiero  po u tw o 
rzeniu kom pleksu  M ax z TEF-1 dochodzi do  zw iąza
nia m otyw u EM  i aktywacji transkrypcji. W iadom o  
obecnie, że TEF-1 jest niezbędny dla prawidłowego 
rozwoju mięśnia sercowego, a lbowiem  uszkodzenie

lub usunięcie genu TEF-1 prowadzi do śmierci z a ro d 
ka na  skutek nieprawidłowego rozwoju kom ory  ser
cowej [112]. W ykazano, że ekspresja genu (3-MHC, 
podobn ie  do  oc-MHC, jest pozytywnie regulow ana za 
pośrednictwem  sąsiadujących ze sobą sekwencji E-box 
i M -CA T, wiążących bliżej nieokreślone białko z n a d 
rodziny b H L H  i TEF-1 [103], P o n a d to  samodzielnie 
występujący m otyw E-box (tzn. bez M -CAT) z a a n 
gażow any jest w regulację transkrypcji genów ser
cowych izoform ALC-1 i VLC-2, łańcuchów ciężkich 
miozyny mięśni gładkich oraz genu M H C -IIa  mięśni 
szkieletowych [97 ,101 ,113 ,114],  W regionie p ro m o to 
ra  genu ALC-1 w ykryto  aż 4 m otyw y E-box, z których 
ty lko dwa są krytyczne dla regulacji ekspresji [97], 
W  kom órkach  mięśni szkieletowych z m otywem  E-box 
wiążą się specyficzne czynniki transkrypcyjne  z rodz i
ny M yoD , takie jak  M yoD , miogenina, myf-5 i M R F -4  
(nazywany też herkuliną lub myf-6), należące do n a d 
rodziny białek b H L H  [115, 116], Czynniki te są 
specyficzne ekspresjonow ane w mięśniach szkieleto
wych i nie występują w żadnym  innym typie mięśni 
[117, 118]. W związku z tym uważa się, że białka 
z rodziny M y o D  są odpowiedzialne za tkankow o- 
-specyficzną ekspresję izoform miozyny w mięśniach 
szkieletowych. W iązanie z m otyw em  E-box i s tym ula 
cja transkrypcji odpow iednich  genów następują  dop ie 
ro po u tw orzeniu  kom pleksu  białka z rodziny M y o D  
z powszechnie występującym czynnikiem z nadrodziny  
białek b H L H , tak im  jak  E 12 lub E47 [119], O sta tn io  
w ykazano, że ekspresja białek z rodziny M y o D  jest 
wrażliwa na unerwienie m otoryczne mięśnia szkieleto
wego [120-122], Stym ulacja  elektryczna oraz krzyżo
we unerwienie różnych typów mięśni szkieletowych 
prow adzi do zm ian w poziomie ekspresji M y o D  
i miogeniny. P o n a d to  zaobserw ow ano, że białko M y 
o D  występuje głównie w mięśniach szybkich, zaś 
m iogenina w wolnych [123], Jak wskazują  badania , 
ekspresja M y o D  i miogeniny regulow ana jest przez 
h o rm o n  tarczycy. M o żn a  zatem przypuszczać, że b ia ł
ka z rodziny M y o D  biorą  udział w determinacji typu 
w łókna  podczas miogenezy, jak  i m odulu ją  wzór 
ekspresji izoform miozyny w dojrzałych mięśniach 
szkieletowych.

Kolejnym elementem sekwencyjnym występującym 
w regionie p ro m o to ro w y m  genów kodujących sercowe 
izoformy: oc-MHC, [3-MHC, ALC-1 i VLC-1 jest 
specyficzny m otyw  sekwencyjny G A TA  [124-127], 
Związanie  białka G A T A -4  przez ten m otyw  prow adzi 
do  stymulacji ekspresji genu. Białko G A TA -4 jest 
specyficznie ekspresjonow ane w mięśniu sercowym 
i nie jest wykryw ane w mięśniach innych typów'. 
Niemniej, motyw' sekwencyjny G A T A  wykryto także 
w regionie p ro m o to ro w y m  genu M L C -1 F /-3 F  [128], 
Stymulacja transkrypcji tego genu w mięśniach szkie
letowych odbyw a się jednak  przy udziale izoformy 
białka G A T A  innej niż GATA-4, być może G A TA -2 
lub GATA-3, gdyż te izoformy występują w mięśniach 
szkieletowych.
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Czynnikiem transkrypcy jnym  ekspres jonow anym  
na wysokim poziomie w m ięśniach wszystkich typów 
jest M E F -2  (ang. myocyte  enhancer binding factor-2)  
[129-131]. W ykazano , że związanie białka M E F -2  
z sekwencją CTA(A/T)4TAA regionu p rom oto row ego  
s tymuluje ekspresję genu oc-MHC w mięśniu serco
wym, genu M L C -1 F /-3 F  w mięśniach szkieletowych 
i p raw d o p o d o b n ie  genu S M M H C  w mięśniach g ład
kich [114, 128, 131, 132]. M E F -2  współdziała z biał
kami b H L H  podczas aktywacji ekspresji genów mięś
niowych [ 129], M E F -2  m oże wiązać się z kom pleksem  
M y o D /E 1 2  w k o m ó rk ach  mięśni szkieletowych i regu
lować ekspresję genów miozyny, znajdujących się pod 
kon tro lą  m otyw u E-box lub/i m otyw u wiążącego 
M EF-2 . M E F -2  uw ażany  jest za wczesny m arker  
aktywacji p ro g ram u  różnicow ania  mięśnia. D ow ie
dziono bowiem, że bierze on  udział w stymulacji 
ekspresji genu miogeniny [133],

Niewiele w iadom o na tem at e lem entów sekwencyj
nych regulujących w sposób  negatyw ny ekspresję 
genów miozynowych. W obrębie  regionu p ro m o to ro 
wego genu S M M H C  w ykry to  m o tyw  C C C G C C C  tzw. 
G C -b o x  wiążący białko Sp l [100]. Związanie  Spl 
przez tą sekwencję pow oduje  zaham ow an ie  ekspresji 
genu S M M H C . W regionie p ro m o to ro w y m  genu 
VLC-2 w ykryto  tzw. element CSS, sekwencję sercowo- 
-specyficzną (ang. cardiac specific sequence), zaw iera ją
cą m otyw y G A A G /C T T C  [134]. Z  sekwencją tą m ogą 
wiązać się białka CSSBP1 i CSSBP2. O b a  białka 
w ystępują w dorosłych mięśniach szkieletowych, zaś 
w mięśniu sercowym jedynie  b iałko CSSBP1. D o 
świadczenia wykazały, że dla zah am o w an ia  ekspresji 
genu VLC-2 niezbędna jest obecność obu białek, 
a zatem represja transkrypcji  genu VLC-2 m oże z a 
chodzić za pośrednictw em  elem entu  CSS tylko w mięś
niach szkieletowych.

VI. U w agi końcowe

W k o m órkach  mięśnia sercowego, szkieletowego 
i gładkiego ulegają ekspresji wielogenowe rodziny 
izoform łańcuchów  lekkich i ciężkich miozyny. E k sp re 
sja tych izoform charak te ryzu je  się wysoką tk an k o w ą  
specyfieznością. W ystępow anie  n iek tórych  izoform 
miozyny ograniczone jest nie ty lko do danego  typu 
mięśnia, lecz także do specyficznych regionów mięśnia 
np.: kom ory  lub przedsionka  m ięśnia sercowego, w łó
kien szybkich lub wolnych mięśnia szkieletowego. 
W zór ekspresji izoform m iozyny jest p o n a d to  specyfi
czny dla poszczególnych e tapów  rozwoju mięśnia. 
P rzeprow adzone  w ciągu os ta tn ich  lat badan ia  d o 
prowadziły  do odkrycia  wielu m otyw ów  sekwencyj
nych i czynników transkrypcyjnych , zaangażow anych  
w regulację ekspresji genów miozyny. Wciąż jednak  
jesteśmy dalecy od pełnego poznan ia  m echanizm ów  
odpowiedzialnych za specyficzną ekspresję tych ge
nów. Wiele różnych genów kodu jących  izoformy łań 
cuchów lekkich i ciężkich m iozyny posiada  wspólne

motywy sekwencyjne regulujące ich transkrypcję. W y
daje się zatem, że za selektywną ekspresję różnych 
izoform miozyny odpowiedzialne są, ekspresjonow ane  
specyficznie w mięśniu danego  typu, czynniki trans- 
krypcyjne oraz współdziałanie kilku różnych m o ty 
wów sekwencyjnych regionu p rom oto row ego .  Z n a jo 
mość m otyw ów  sekwencyjnych i m echanizm ów  o d 
powiedzialnych za regulację ekspresji genów miozyny 
stanowi podstaw ę dla p row adzonych  obecnie badań  
mających na  celu opracow anie  terapii genowej scho
rzeń mięśnia sercowego [135, 136],
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Drogi przekazywania sygnału przez czynnik wzrostu ner
wów (NGF) i jego receptory TrkA i p75NTR

Signal transduction of the nerve growth factor (NGF) by TrkA 
and p75NTR receptors

GRAŻYNA NIEW IADOM SKA1, 
MACIEJ MAŁECKI2
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Wykaz stosowanych skrótów: N G F  — czynnik wzrostu 
nerwów; p75NIR — receptor neurotrofin o niskim powinowa
ctwie do liganda; TrkA — receptor N G F  o aktywności 
kinazy tyrozynowej; kD a — kilodalton; T N F  — czynnik 
martwiczy nowotworu; N F-k B jądrowy czynnik trans- 
krypcyjny; JN K  N-końcowe kinazy Jun; PLC —  fos- 
folipaza C y; IP3 inozytolo (1,4,5) trifosforan; PIP2 — fos- 
fatydyloinozytolo (4, 5) bisfosforan; DAG — diacyloglicerol; 
P K C  kinaza białkowa C; PI-SK — 3-kinaza fosfatydylo- 
inozytolu; Akt serynowo treoninowa kinaza Akt (produkt 
pro toonkogenu  c - a k t ); DAP — kinaza białkowa zależna od 
jonów C a 2 + i kalmoduliny; PP3 -  fosfatydyloinozytolo (3. 
4, 5) trifosforan; She — białko adaptorowe; G rb 2 — białko 
związane z receptorem czynników wzrostu; Sos — czynnik 
wymieniający nukleotydy guaninowe; G T P  — guanozyno- 
trifosforan; G D P  — guanozynodifosforan; Ras — rodzina 
białek onkogennych; Raf — kinaza serynowo treoninowa; 
M EK kinaza kinazy MAP-Erk; M APK — kinaza 
białkowa aktywowana przez mitogeny; CREB czynnik 
transkrypcyjny aktywowany na drodze fosforylacji przez 
kinazę białkową A; CRE — regulatorowe sekwencje DNA 
wiążące czynniki transkrypcyjne aktywowane na drodze 
fosforylacji przez fosfokinazę A i warunkujące odpowiedź na 
cAMP; SRF (ang. s e r u m  r e s p o n s iv e  f a c t o r )  —  czynnik 
transkrypcyjny; SRE (ang. s e r u m  r e s p o n s iv e  e le m e n t )  —  regu
latorowe sekwencje DNA wiążące czynniki transkrypcyjne; 
Elki — czynnik transkrypcyjny; IEG (ang. im m e d i a t e  e a r l y  
g e n e s )  ----- geny wczesnej odpowiedzi komórkowej; IEG-RE 
(ang. i m m e d i a t e  e a r l y  g e n e s  r e s p o n s iv e  e l e m e n t ) —  sekwencje
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regulatorowe genów wczesnej odpowiedzi komórkowej; 
DRG (ang. d e l a y e d  r e s p o n s e  g e n e s )  — geny odroczonej 
odpowiedzi komórkowej; pl EG (ang. p r o te in  p r o d u k e t  o f  
IE G ) białkowe produkty genów wczesnej odpowiedzi 
komórkowej.

I. W stęp

Czynnik w zrostu  nerwów (N G F , ang. nerce growth  
fa c to r ) jest jed n ą  z wielu substancji sygnałowych 
w obw odow ym  i ośrodkow ym  układzie nerwowym, 
określanych ja k o  substancje neutroficzne. W raz z p o 
chodzącym  z m ózgu czynnikiem neurotroficznym 
(B D N F , ang. brain dericed neurotrophic factor)  o raz 
neuro trofinam i 3 (NT-3), 4 5 (NT-4 5), 6 (NT-6) 
i 7 (NT-7) (obecności osta tn ich  dwu nie stw ierdzono 
u ssaków) stanow i rodzinę tzw. klasycznych n e u ro 
trofin [1. 2], W obw odow ym  układzie nerwowym  
N G F  działa ja k o  substancja  sygnałowa pomiędzy 
kom órkam i, k tó re  go syntetyzują - kom órk i n a rzą 
dów obw odow ych  - i kom órkam i,  które nań o d 
pow iadają  — neurony  zwojów obwodowych. W czasie 
rozwoju em briona lnego  i w okresie pos tna ta lnym  
N G F  wpływa na nam nażan ie  się, migrację, przeży- 
walność i różnicow anie  się kom órek  nerwowych oraz 
na wytwarzanie  właściwych im połączeń. W natura ln ie  
rozwijającym sie układzie nerw ow ym  N G F  jest d o 
stępny w ograniczonych ilościach. Rozrastające się 
zakończenia  n eu ro n ó w  obw odow ych  k o n k u ru ją  ze
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sobą o dostęp  do  substancji troficznej. T a  kom pety- 
cja jest jednym  z elementów m echanizm u regulują
cego liczbę neu ronów  w dojrzewającym  układzie ne r
wowym.

N G F  wpływa także na rozwój ośrodkow ego  układu  
nerwowego [3]. W m ózgu populacją  neu ronów  szcze
gólnie zależną od N G F  są neurony  cholinergiczne, 
k tórych substancją  przekaźn ikow ą jest acetylocholina 
(ACh). N G F  jest niezbędny do  przeżycia i zachow ania  
prawidłowej morfologii tych n eu ronów  nie tylko 
w czasie rozwoju, ale także w ciągu całego życia [1]. 
N G F ,  p o d aw any  dom ózgow o, zapobiega  zm ianom  
degeneracyjnym  neuronów  cholinergicznych po eks
perym entalnych uszkodzeniach okolic mózgu, w k tó 
rych leżą te neurony  oraz  zm ianom  w yw ołanym  proce
sem starzenia się [4].

Poza  układem  nerw ow ym  neurotrofiny pełnią funk
cję sygnałową również w układzie h o rm o n a ln y m  i o d 
pornościowym . W osta tn ich  la tach  s twierdzono, że do 
kom órek  odpow iada jących  na N G F  należą, obok  
neuronów , także limfocyty, makrofagi, kom ó rk i  żerne, 
inne kom órk i  pochodzenia  ek toderm alnego , np. kera- 
tynocyty i melanocyty  oraz  elementy k om órkow e  
uk ładu  h o rm ona lnego  [5], Rośnie liczba doniesień 
sugerujących, że N G F  jest substancją  integrującą 
działanie uk ładu  nerwowego, odpornośc iow ego  i h o r 
m onalnego  [5]. W badan iach  tych szczególną uwagę 
zwraca się na k om órk i  żerne. Ich wszechobecność 
w tkankach , możliwość reagow ania  na ba rdzo  szeroki 
zakres bodźców  pochodzących  ze środow iska  oraz ich 
wrażliwość na N G F  stanow ią  cechy dzięki, k tó rym  
m ogą one pośredniczyć w integracji odpowaedzi neu- 
ronalnych, hormonalnych i odpornościowych organizmu.

N G F  wywiera ró żno rodne  działania  regulacyjne 
poprzez oddziaływanie z obecnym i w błonie cytoplaz- 
matycznej receptoram i TrkA (ang. tyrosine kinase  
receptor A) i p75NrR (ang. p75 neurotrophin receptor) [6, 
7]. N ajnowsze badan ia  wskazują, że poszczególne 
zdarzenia  w ew ną trzkom órkow e  indukow ane  przez 
N G F  zależą od typu kom órek , w których  m a to 
miejsce oraz od sposobu  aktywacji receptorów obu 
typów. N a  przykład, aktyw acja  wyłącznie receptorów 
T rkA  zapewnia przeżywanie kom órek  nerwowych, 
indukuje  jed n ak  śmierć kom órek  guzów neuronal- 
nych. Jeżeli zaś dochodzi do indukcji receptora  p 7 5 NTR 
pod nieobecność m ocnego sygnału pochodzącego  od 
receptorów TrkA, to obserwujem y śmierć neuronów  
wskutek apoptozy. N a to m ias t  w p rzypadku , gdy eks
presja receptorów  p75N,R i TrkA  występuje ró w n o 
cześnie, to sygnał troficzny przekazyw any przez recep
tory TrkA  ulega wzm ocnieniu [8], Te różno rodne  
odpowiedzi wskazują na  bardzo  złożone zależności 
występujące pom iędzy regulowanym i przez n e u ro t ro 
finy m echanizm am i w arunku jącym i przeżywalność, 
różnicowanie i śmierć kom órek  nerwowych. M echan i
zmy przekazyw ania  sygnałów w kom órce  przez N G F  
i jego receptory, k tóre  leżą u podstaw y wymienionych 
procesów są przedm iotem  niniejszej monografii.

II. Struktura biochem iczna N G F  warunkuje 
jego właściwości sygnałowe

Czynnik wzrostu nerwów jest białkiem, k tó rego  
cząsteczka składa się z trzech podjednostek  a, 
[3 i y (stechiometria: a2-[3-y2) o łącznej masie cząstecz
kowej 130 kDa. Stała sedymentacji tego kom pleksu  
wynosi 7S. N a tyw ny  kom pleks 7S syntetyzow any jest 
jedynie  w śliniankach podżuchw ow ych sam ców  myszy
[9], U zwierząt innych ga tu n k ó w  występuje niepełna 
form a N G F  w postaci pod jednostk i p. Aktyw ność  
troficzna N G F  zw iązana jest wyłącznie z tą pod jednos- 
tką. P -N G F  jest d im erem  o łącznej masie cząstecz
kowej 26,5 k D a  [10], zb udow anym  z dwóch iden tycz
nych łańcuchów  am inokw asow ych  (118 am inokw asów  
w każdym), połączonych tzw. węzłami cysteinowymi 
(Ryc. 1). M on o m ery  P -N G F  są syntetyzowane ja k o  
duże cząsteczki prekursorow e, k tóre  następnie  „do j
rzew ają” w cytoplazmie kom órk i  do postaci biologicz
nie czynnej. Sekwencja nuk leo tydow a DN A , k o d u ją 
cego cząsteczki p reku rso ra  N G F  została pozn an a  
u wielu ga tu n k ó w  zwierząt o raz  u człowieka. W ysoki 
stopień  identyczności tych sekwencji świadczy o d u 
żym konserw atyzm ie ewolucyjnym  N G F .  N G F  zawie
ra trzy pary  an tyrów noległych P-włókien pow iązanych 
w ydłużonymi, skręconymi pętlami o s truk turze  spinki 
do  włosów (ang. P-hairpin) [11-13], Właściwości trofi
czne P -N G F  zależą od jego s truk tu ry  trzeciorzędowej, 
zawierającej trzy mostki dwusiarczkowe. Chem iczne 
z redukow anie  m ostków  siarczkowych znosi a k ty w 
ność biologiczną P-N G F.

Sekwencja am inokw asow a  N G F  zawiera specyficz
ne fragm enty  —  dom eny — łańcucha odpowiedzialne 
za rozpoznan ie  receptora, za stabilizację uk ładu  li- 
gand-receptor, wreszcie za ekspresję przenoszonej 
przez N G F  informacji [11, 14], U w aża się, iż za 
stabilizację cząsteczki N G F  odpowiedzialne są głównie 
am inokw asy  arom atyczne. Stabilizację dimeru zapew 
niają przede wszystkim Tyr w pozycji 52 i 79 oraz  T rp  
w pozycji 21, 76 i 99 [11]. N a  powierzchni cząsteczki 
N G F  występuje również siedem reszt argininowych. 
B adania  wskazują, że odgryw ają  one głównie rolę 
s t ru k tu ra ln ą  i podobn ie  jak  am inokw asy  arom atyczne  
b iorą  udział w stabilizacji cząsteczki N G F .  Nie stwier
dzono  udziału reszt argininow ych w interakcjach 
z receptoram i [15]. Funkcję  s t ru k tu ra ln ą  pełnią ró w 
nież trzy reszty asparag in ianow e —  Asp 16, 30, 72 oraz 
reszta kwasu g lu tam inow ego w pozycji 55. M odyfika
cje reszt asparag in ianow ych na drodze  u k ie ru n k o w a
nej m utagenezy potwierdzają , iż stabilizację cząsteczki 
zapew niają  również reszty Asp 24 i 30 [15, 16],

Z ośmiu reszt lizynowych występujących w cząstecz
ce N G F  i umieszczonych na jej szczycie, lizyny zaj
m ujące pozycję 32, 34 i 95 b iorą  udział w wiązaniu 
N G F  z receptorem p75NrR. Modyfikacje tych reszt 
pow odow ały  zmiany pow inow actw a wiązania N G F  
z receptorem  p75NIR bez zm iany jego biologicznej 
aktywności [15], N a  podstaw ie  badań , w których
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R eszty am inokw asow e odpow iedzialne za:

□  - s ta b i l i z a c j ę  c z ą s t e c z k i  N G F

]FT - wiązanie NGF do receptorów p75 Ryc. 1. S ch em atyczna  ilustracja  p ierw szerzędow ej s t ru k tu ry  b iochemicznej m o n o 
m eru  po d jed n o s tk i  (1 w arunku jące j  troficzną ak ty w n o ść  czynnika  w zrostu  

4  i) '  w ‘^zan' e receptorów IrkA nerwów. L iterowe oznaczen ia  a m in o k w a s ó w  zgodne  są z m ięd zy n a ro d o w y m
_________________________________________  k o d e m  b iochem icznym .

używ ano syntetycznych peptydów  do b lokow ania  a k 
tywności N G F  uważa się, że region od 28 do 38 
am inokw asu  odgryw a istotną rolę w interakcji N G F  
z receptorem  p75NIR [17].

Spośród  reszt h istydynow ych na uwagę zasługuje 
histydyna w pozycji 84, k tó ra  leży w regionie cząsteczki 
N G F  odpow iedzia lnym  za wiązanie z receptorem  
T rkA  [18]. N a  powierzchni N G F  znajdują  się dwa 
ściśle ograniczone miejsca odpow iedzialne za wiązanie 
i aktywację  receptora  TrkA [19]. Pierwszy m otyw 
zb udow any  jest z Val 48, Pro  49 i G lu  96 i znajduje się 
na szczycie dw óch (3-pętli. Drugi m otyw jest u sy tu o w a
ny w proksym alnej części N -k o ń ca  i zawiera Pro 
5 i Phe 7. O kazu je  się, że w wiązaniu i aktywacji TrkA 
przez N G F  ważne są również reszty fenyloalaninowe 

Phe 53 i Phe 54. Stosując z rekom binow ane  formy 
ludzkiego N G F .  k tóre  zamiast w spom nianych  fenylo- 
a lanin  zawierały alaniny, u d o w o d n io n o  [20], iż b io 
logiczna ak tyw ność  tak zm odyfikow anego N G F  i fos
forylacja receptorów  TrkA po jego związaniu jest

niższa niż w norm alnych  w arunkach . Według kilku 
doniesień [21, 22] począ tkow e reszty (1-9 i 9-13 lub
1-10, w' zależności od au to rów ) N -końca  cząsteczki 
N G F  są istotne dla u trzym ania  zdolności wiązania 
N G F  z receptoram i TrkA. Jednak  zwraca się uwagę na 
to, iż C-koniec oraz. pętla na powierzchni N G F ,  
zawierająca reszty od 60 do 80 są także ważne dla 
wiązania  N G F  z receptoram i TrkA  [23],

III. Receptory N G F  —  białka błonowe o nis
kim i wysokim powinowactwie wiązania 
liganda

Analiza b iochem iczna i farm akologiczna  białek b ło 
nowych wiążących N G F  pozwala wyróżnić dwa typy 
jego receptorów [24], Identyfikuje się receptory o nis
kim i o wysokim pow inow actw ie do N G F . Są to 
odpow iedn io  receptory: p75NIR, k tóry  wiąże niespecy
ficznie także pozostałe  neurotrofiny oraz TrkA, k tóry  
wiąże specyficznie N G F . O gólny  schemat budow'y obu
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typów receptorów  jest podobny . W yróżnia  się tu trzy 
domeny: zew ną trzkom órkow ą , ś ródb łonow ą i we
w n ą trzk o m ó rk o w ą , czyli cytoplazm atyczną.

O bszerną  charak te rys tykę  receptorów  nurotrofin, 
w tym także receptorów  N G F ,  zawierają dwa po l
skojęzyczne o p racow an ia  opub likow ane  w 1997 roku 
[25, 26], W związku z tym w niniejszym rozdziale 
przy toczono  jedynie informacje niezbędne do dalszych 
rozważań.

III-l. Receptor o aktywności kinazy tyrozynowej 
— TrkA

Receptor T rkA  jest p ro d u k tem  p ro to o n k o g en u  trk. 
Ze względu na swoistą konfigurację receptor TrkA  
uważany jest za związany z b łoną  k o m ó rk o w ą  enzym 
allosteryczny [27], Jego d o m en a  zew ną trzkom órkow ą  
składa się z pięciu p o d d o m en  (Ryc. 2). W yróżnia  się tu 
p o ddom eny  cysteinowe okalające poddom enę  p o w tó 
rzeń leucynowych oraz dwie poddom eny  im m uno-

Ryc. 2. Schem at  i lustrujący b u d o w ę  re c e p to 
rów N G F .  p75NTR —  recep to r  o nis
kim pow in iw actw ie  d o  N G F ;  T rkA  
— recep tor  o wysokim  p o w in o w a c t 

wie do  N G F  (o ak tyw nośc i  k in a /y  
tyrozynowej);  D Z  —  d o m e n a  ze- 
w n ą t r z k o m ó rk o w a ;  D S  —  d o m e n a  
ś ródb łonow ą;  D W  d o m e n a  we
w n ą t r z k o m ó rk o w a  (cy top lazm atycz-  
na); p75 IC D  (ang. intrcicelullar doma-  
in) —  w e w n ą t r z k o m ó rk o w y  m otyw  
recep to ra  p75NrR zaw iera jący  d o m e n ę  
śmierci.

globu linopodobne. Zasadniczą  rolę w wiązaniu N G F  
z receptorem  pełni zewnętrzna p o d d o m en a  im m uno- 
globulinowa, zaś o specyficzności substratowej decydu
je p o d d o m e n a  im unoglobu linow a bliższa części śród- 
błonowej [28, 29]. Pojedyncza, hydrofobow a do m en a  
śródb łonow ą  przekazuje sygnał na dom enę  cy top laz
m atyczną receptora, wykazującą ak tyw ność  kinazy 
tyrozynowej [30, 31], F ragm ent receptora  o a k ty w n o 
ści k inazy tyrozynowej jest najbardziej konse rw a tyw 
ną częścią recep tora  TrkA. Jego ak tyw ność  biologicz
na inicjowana przez N G F  sprow adza  się do a k ty w n o 
ści enzymatycznej kinazy tyrozynowej, p rzep ro w ad za 
jącej reakcję fosforylacji reszt tyrozynowych. Proces 
ten w arunku je  dalsze etapy transdukcji sygnału w yw o
łanego związaniem N G F  z jego receptorem.

III-2. Receptor p75NTR

Receptor p75N1 H jest g likopro te iną  o masie cząstecz- 
kowej 75 k D a  s truk tu ra ln ie  po d o b n ą  do  receptorów
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cytokin, do k tórych należą receptory: czynnika m a r t 
wiczego now otw oru  typu 1 i typu II (T N F R I 
i T N F R II) ,  k om órkow ego  an tygenu  pow ierzchniow e
go F a s /A p o l  (lub CD95), an tygenów  pow ierzchnio
wych limfocytów T  i B, takich jak  0 X 4 0 ,  m u4-lB B , 
CD 40, CD 24, C D 30  i DR3 oraz receptor limfotoksyny 
(3 [32-34], Jego d o m en a  zew n ą trzk o m ó rk o w a  zawiera 
pow tarza jące  się fragmenty bogate  w reszty cysterno
we. Pojedyncza  do m en a  śródb łonow a  poprzedza  k ró t 
ką dom enę  cy toplazm atyczną. Ta  o s ta tn ia  nie posiada  
aktywności kinazy tyrozynowej n a tom ias t  zawiera 
tzw. d o m en ę  śmierci (ang. death domain) uczestniczącą 
w indukcji zap rog ram ow anej śmierci kom órki,  czyli 
w procesie apop tozy  [35],

Badania  z w ykorzystan iem  jąd row ego  rezonansu  
m agnetycznego (N M R ) pozwoliły ustalić s truk tu rę  
części receptora  p75N[R zawierającą dom enę  śmierci 
i nazyw aną  p75IC D  (ang. intracellular domain) [36], 
Różni się ona  od dom eny  śmierci, k tó rą  zawierają 
receptory z rodziny T N F . Ten pod typ  dom eny  śmierci 
p o d o b n y  jest do dom eny  śmierci obecnej w rodzinie 
białek, do  której należą ją d ro w y  czynnik kB  (NF-kB), 
kinaza D A P  oraz białko m yD 88 [37]. Sk łada  się ona  
ze 145 am inokw asów  tworzących dw a pros topad łe  
fragmenty, zawierające po trzy helisy upakow ane  
w g lobu la rną  strukturę . Polipeptydow y segment łączą
cy dom enę  śródb łonow ą  z d o m en ą  śmierci oraz bogaty  
w serynę/treoninę C -końcow y fragm entg p75 IC D  ce
chują się bardzo  dużą  elastycznością. O bszar  na p o 
wierzchni dom eny  śmierci pozbaw iony jest n a ła d o w a 
nych reszt am inokw asow ych, co może wskazywać, iż 
jest to miejsce interakcji z substancjam i przenoszącymi 
informację „w dó ł” kaskady  przekazyw ania  sygnału 
[36]. B adania  osta tn ich  lat dow odzą, że pobudzenie  
receptora  p75NIR prow adzi do wzrostu aktywności 
sfingomielinazy i do pow stan ia  w tórnego  p rzekaźnika  
-  ceramidu, na tom ias t w aktywacji transkrypcji ge

nów uczestniczy jąd row y  czynnik kB  [38], W ydaje się, 
iż śmierć kom órek  w wyniku apop tozy  jest skore low a
na ze wzrostem poziom u ceram idu i aktyw acją  kinazy 
c-Jun [39]. M utacje  w dom enie  śmierci receptora  
p75N1R zdają się znosić zjawisko apop tozy  [38].

IV. Zdarzenia wewnątrzkom órkowe

Większość danych  dotyczących m echanizm u prze
kazywania sygnału przez N G F  pochodzi z bad ań  in 
vitro na k o m órkach  linii PC  12. Te kom órk i n o w o 
tworowe, pochodzące  z rdzenia  nadnerczy szczura, 
prow adzone w hodowli mają 48h cykl podziałów 
i morfologię kom órek  chrom afinowych. D odan ie  do 
hodowli czynników wzrostu, np. N G F  pow oduje  róż
nicowanie tych kom órek  tak, że morfologicznie i b io 
chemicznie przypom ina ją  one neurony  współczulne. 
Rozrastanie  się neury tów  w k o m ó rk ach  PC 12 p o 
ddanych  działaniu czynników troficznych stanowi 
model do  badan ia  m echanizm ów  różnicow ania  k o m ó 
rek neuronalnych  oraz  roli ja k ą  w nich odgrywają

neurotrofiny i ich receptory. P od o b n e  badan ia  in vitro 
p rzeprow adzane  są także w hodow lach  na liniach 
kom órek  nerwowych pobranych  w okresie em briona l
nym lub bardzo  wczesnym postnata lnym .

IV-1. Przekazywanie sygnału przez receptor TrkA

Pierwszym etapem  transmisji sygnału troficznego 
jest związanie się N G F  z TrkA (Ryc. 3). Związanie 
N G F  z receptorem  prowadzi do agregacji sąsiadują
cych receptorów', czyli oligomeryzacji [25, 27, 40]. 
O ligom eryzacja  pow oduje  również wzrost pow inow a
ctwa receptora  do liganda [29], Z darzenia  te indukują  
zm iany konform acyjne  w części zew nątrzkom órkow ej 
receptora. P row adzi to do pobudzen ia  części cytoplaz- 
matycznej. do  autofosforylacji reszt tyrozynowych 
i wzrostu  aktywności kinazy tyrozynowej.

Związanie neurotrofiny z receptorem  T rk  pow oduje  
aktywację  dwóch w ew nątrzkom órkow ych  szlaków 
przekazu sygnału, zależnych i niezależnych od białek 
Ras. Fosfotyrozyny i o taczające je reszty am inokw aso- 
we są w cząsteczce T rkA  miejscami rozpoznaw anym i 
przez białka efektorowe, k tóre  zawierają m otyw  —  d o 
m enę SH2 [7], D om eny  SH2, czyli dom eny  hom ologó 
z białkami Src, występują w różnych cząsteczkach 
sygnałowych. Ich łańcuch polipeptydow y zbudow any  
jest z około  100 reszt am inokw asow ych. Podob ieństw o  
s truk tu ry  dom eny  SH2 do niekatalitycznego regionu 
pp60 Src kinazy tyrozynowej [41] świadczy o jej 
dużym  konserw atyzm ie ewolucyjnym [42],

Do białek, k tóre  w wyniku interakcji z fosfotyrozy- 
nami T rkA  są fosforylowane należą białka enzym aty
czne, takie jak  fosfolipza Cy (PLCy), kinaza fos- 
fatydyloinozytolu-3 (PI-3K) oraz  białko ad ap to ro w e  
Shc(Ryc. 3) [7]. K ażde z tych białek przekazuje sygnał 
w sposób dla siebie specyficzny. Aktywacja  PLCy 
prow adzi do  pow stan ia  przekaźników  drugiego rzędu 

diacyloglicerolu i tr ifosforanu inozytolu, które 
ak tyw ują  kinazę b ia łkow ą C oraz  podwyższają we
w ną trzk o m ó rk o w y  poziom  wapnia.

K inaza  PI-3K jest heterodim erem  zbudow anym  
z podjednostk i regulatorowej (85 kD a) zawierającej 
dom enę  SH2 oraz podjednostk i katalitycznej (110 
kDa). PI-3K katalizuje fosforylację pierścienia inozy
tolu w pozycji D-3 i bierze udział w przem ianach  
fosftydyloinozytoli (Ryc. 3). Stwierdzono, iż inhibitory 
kinazy P I-3K  induku ją  apop tozę  kom órek  PC  12 
w obecności N G F  [7], B adania  dow odzą  również, że 
aktyw acja  PI-3K może prow adzić  do pobudzen ia  
kinazy rybosom alnej pp70 S6 [43], Należy zaznaczyć, 
że in vivo, w organizm ie N G F  wiąże się głównie 
z receptoram i T rkA  z lokalizow anym i na zakończe
niach aksonalnych  kom órek  nerwowych. Związanie 
N G F  z receptorem zapoczątkow uje  proces endocyto- 
zy kom pleksów  N G F -T rk A . In ternalizacja  kom pleksu 
N G F -T rk A  oraz jego wsteczny transpo rt  aksonalny  
do  ciała kom órk i  w arunku ją  transdukcję  sygnału [44, 
45], K inaza  PI-3K bierze p ra w d o p o d o b n ie  udział we
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NGF

Rye. 3. Schem at  w e w n ą t r z k o m ó rk o w y c h  d ró g  przekazyw an ia  sygnału  N G F  (opis w tekście). BK —  b ło n a  k o m ó rk o w a ;  C — c y to p lazm a ;  JK
—  ją d r o  k o m ó rk o w e ;  P L C y  —  fosfolipaza Cy; IP3 —  inozytolo(l ,4 ,5)trifosforan;  P IP 2  —  fosfatydyloinozytolo(4,5 )bisfosforan;  D A G
—  diacyloglicerol;  P K C  —  k in aza  b ia łkow a C; P I-3K  —  3 -k inaza  fosfatydyloinozytolu ;  P P 3  — fosfatydyloinozytolo(3,4,5 ,) tri fosfo- 
ran;  She —  b ia łko  ad a p to ro w e ;  G r b  2 —  b ia łko  zw iązane  z recep to rem  czynn ika  wzrostu ;  Sos —  bia łkow y czynnik w ym ien ia jący  
n uk leo ty d y  guan inow e;  G T P  —  g uanozyno tr i fo s fo ran ;  G D P  —  g u anozynod ifos fo ran ;  Ras —  rodz ina  białek o n k o g en n y ch ;  Raf
— k inaza  se ry n o w o / t reo n in o w a;  M E K  —  k inaza  k inazy M A P -E rk ;  M A P K  —  k inaza  b ia łkow a a k ty w o w a n a  przez m itogeny; C R E B  
(ang. c A M P  responsive element-binding protein kinase) —  czynnik  t r an sk ry p cy jn y  odpow ied z ia ln y  za indukcję  genów zależnych  od 
cyklicznego A M P ,  ak ty w o w a n y  na d rodze  fosforylacji przez k inazę  b ia łkow ą  A; C R E  (ang. c A M P  responsive element) — r e g u la to ro w e  
sekwencje D N A  wiążące czynniki  t r ansk rypcy jne  (np. CR EB ).  a k ty w o w a n e  na d ro d ze  fosforylacji przez fosfokinazę A i w a r u n k u ją c e  
odpo w ied ź  na  c A M P ;  S R F  (ang. serum responsive factor) — czynnik  transk rypcy jny ;  S R E  (ang. serum responsive element) — r e g u la to ro w e  
sekwencje D N A  wiążące czynniki  transkrypcy jne;  E lk i  — czynnik  transk rypcy jny ;  IE G  (ang. immediate early genes) —  geny wczesnej  
odpow iedz i  kom ó rk o w ej ;  I E G -R E  (ang. immediate early genes responsive element) —  sekwencje r eg u la to ro w e  genów' wczesnej  
odpow iedzi  kom ó rk o w e j ;  D R G  (ang. delayed response genes) —  geny późnej odpow iedz i  k om órkow e j ;  p I E G  (ang. protein products  o f  
IEG)  —  b ia łkow e p ro d u k ty  genów  wczesnej odpow iedz i  k o m ó rk o w e j .

wstecznym transporcie  aksonalnym , uczestnicząc w in
ternalizacji kom pleksu  N G F -T rk A  [43, 46],

Białko She i Ras uczestniczą w aktywacji t ransdukcji  
sygnału z udziałem serynow o/treoninow ej kinazy Raf 
i kinaz M A P  (ang. mitogen activated protein kinases) 
(Rye. 3). U aktyw nienie  drogi sygnału R as-M A P  n a 
stępuje w chwili związania  się białka adap to row ego  
She z uak tyw nionym  (ufosforylowanym) receptorem 
TrkA. Białko She nie m a własności katalitycznych. 
Wiąże się ono  z resztą ty rozynow ą (Tyr 490) receptora  
z lokalizow aną w regionie p rzybłonow ym  (ang. ju x -  
tamembrane region) [47] i staje się substra tem  recep
torowej kinazy tyrozynowej. Ufosforylowane She wią
że się wówczas z białkiem G rb2  zawierającym dom enę 
SH2 i SH3. Uczestniczą one w interakcji białka G rb2  
z białkiem Sos (czynnik wymieniający nukleotydy 
guaninowe) [7], Białko Sos z kolei uak tyw nia  związa
ne z wewnętrzną powierzchnią  błony plazmatycznej 
białko Ras. W następstwie jego uaktyw nienia  d o 
chodzi do pobudzen ia  serynow o/treoninow ej kinazy 
Raf [48], U ak ty w n io n a  Raf fosforyluje i stymuluje 
kinazę M EK 1. Jej fosforylacja, ka ta l izow ana  przez Raf

zachodzi w dw óch miejscach: Ser 217 i Ser 221. 
S ubstra tam i M EK 1 są kinazy M A P I i M A P2. Ufos
forylowane kinazy M A P  nie działają wyłącznie w p o 
bliżu błony kom órkow ej,  ale ulegają przemieszczeniu 
do  j ą d ra  kom órkow ego . W śród substra tów  kinaz 
M A P  jest kilka czynników transkrypcyjnych  oraz 
kinazy rybosom alne  S6 (pp90rsks) [49],

Z asadniczą  konsekw encją  transdukcji sygnału 
z udziałem kinaz M A P  jest regulacja ekspresji genów' 
(Ryc. 3), w wyniku czego dochodzi do aktywacji 
kom órek  neuronalnych  i ich różnicow ania  [49], K in a 
zy M A P  wpływają na transkrypcję  p ro to o n k o g en u  
o /os .  U dało  się zidentyfikować kilka kluczowych 
fragm entów  p ro m o to ra  o /o s ,  które pośredniczą  
w transdukcji  sygnału N G F .  na przykład złożony z 20 
par  zasad fragment SRE (ang. serum responsive ele
ment) zlokalizowany w pobliżu miejsca inicjacji syn
tezy m R N A c-Fos. Rdzeń SRE tworzy fragment C A rG  
zb u d o w an y  z sekwencji C C (A /T )6G G . Wiąże on  czyn
nik transkrypcyjny S R F  (ang. serum responsive factor)  
[50, 51]. S R F  jest s tym ula to rem  transkrypcji o /os .  
W aktywacji c-fos w ażną rolę odgryw a również sek-
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wencja C A G G A T  przylegająca do fragm entu  DArG. 
Jest o n a  miejscem wiązania  czynnika transkrypcyj- 
nego E lk i  [52], E lki należy do rodziny czynników 
transkrypcyjnych , do której zalicza się takie czynniki, 
jak  Sap la, Sap lb. Net [53]. K ażdy z tych czynników 
m oże tworzyć trzyczęściowy kom pleks z S R F  i SRE. 
B adan ia  na  kom ó rk ach  PC 12 udowodniły , że SR F  
i E lk i pośredniczą w zależnej od SRE transkrypcji 
c-fos indukow anej przez N G F  [54],

O p ró cz  kom pleksu  po tró jnego  w regulacji t ra n s 
krypcji indukow anej przez N G F  biorą  udział również 
inne czynniki. Z p ro m o to rem  c-fos może także wiązać 
się czynnik transkrypcyjny  C R E B  (ang. c A M P  regula- 
tory element-binding protein) [47, 55], D rogą  przez 
b iałko Ras ak ty w o w an a  jest k inaza CREB, k tó ra  
przemieszcza się do ją d ra  kom órkow ego  i fosforyluje 
czynnik C R E B  na stałe związany z D N A  (Ryc. 3). 
W wyniku tego C R E B  wiąże się z sekwencją regu la to 
row ą c A M P -C a  (Ca-CRE) i aktyw uje geny wczesnej 
odpow iedzi kom órkow ej (IEG, ang. immediate early 
genes). Wiele z białek, będących p ro d u k tam i genów 
IEG  jest również czynnikam i transkrypcyjnym i 
(pIEG), k tóre  z kolei wiążą się z sekwencjami regu la to 
rowym i IE G -R E  (ang. immediate early genes responsive 
elements), obecnymi w obszarach  regulacji transkrypcji 
genów później odpowiedzi kom órkow ej D R G  (ang. 
delayed response genes). U w aża się, że białka p IE G  
ak tyw ują  transkrypcję  genów D R G  wspólnie z czyn
nikiem C R EB, wiążącym się z obszarem  p ro m o to ro -  
wym genów D R G  [44],

N G F  jest białkiem, k tóre  po związaniu ze swoistym 
receptorem  pow oduje  indukcję wielu różnych czyn
ników transkrypcyjnych. Należy do  nich czynnik 
transkrypcyjny  AP-1 (ang. activator protein-l)  i AP-27. 
[56] oraz p ro d u k ty  genów wczesnej odpowiedzi k o 
m órkow ej indukow anych  przez N G F  (N G F I,  ang. 
nerve growth fac tor  inducible genes), takie jak  N G F I-A  
(tożsamy z czynnikiem transkrypcyjnym  Zif-268), 
N G F I-B  i N G F I -C  [57], a także p ro d u k t  genu V G F  
[58]. Indukow ane  przez N G F  czynniki t ranskrypcyjne  
b iorą  udział w regulacji ekspresji genów kodujących 
białka związane z procesami neurotransm isji  i neuro- 
modulacji, na przykład acetylotransferazy cholinowej, 
neu ropep tydu  Y i substancji P, a także w regulacji 
ekspresji genu kodującego sam N G F  [59], G en  dla 
N G F  zawiera sekwencję ro zp o zn aw an ą  przez czynnik 
AP-1, po łożoną  w miejscu połączenia egzonu 1 i in- 
t ronu  1, 35 par zasad „w dół" od miejsca inicjacji 
transkrypcji [60], W kom órce  czynnik AP-1 może być 
indukow any  przez bardzo  wiele bodźców. Jednym  
z nich jest także sygnał powstały w wyniku związania 
N G F  z receptoram i TrkA. W iadom o, że poziom 
syntezy N G F  w fibroblastach zależy od obecności 
funkcjonalnego czynnika AP-1 [61]. AP-1 jest hetero- 
dim erem  u tw orzonym  przez białka c-Fos i JunB, także 
p roduk ty  genów wczesnej odpowiedzi kom órkow ej, 
ak tyw ow anym  przez kinazy białkowe A (PKA) 
i C (PKC). U d o w odn iono ,  że wzrost ekspresji genu

N G F  obserw ow any po uszkodzeniach uk ładu  ner
wowego zależy od aktywności białka c-Fos [62]. 
Również wzrost poziom u N G F  wywołany stymulacją 
receptorów (3-adrenergicznych związany jest z ak ty w a
cją genu c-fos [63].

D o tąd  przyjm ow ano, że w ko m ó rk ach  neuronal- 
nych funkcjonują  przynajmniej trzy wzajemnie n ieza
leżne drogi p rzekazyw ania  sygnału w odpowiedzi na 
N G F : d roga  z udziałem PLCy, d roga  z udziałem 
PI-3K oraz d roga  zw iązana z białkiem Ras. Przypusz
cza się, że d rogą z udziałem kinazy PI-3K przekazyw a
ny jest sygnał, k tóry  wpływa na regulację przeżywalno- 
ści kom órek  nerwowych [64]. W procesy te z a a n 
gażow ana  jest se rynow o/treon inow a kinaza Akt, k tó ra  
zarów no  in vitro, jak  i in vivo ak tyw ow ana  jest przez 
fosfatydyloinozytol. powstający w wyniku aktywności 
PI-3K. Z a tem  k inaza Akt byłaby kolejnym ogniwem 
tej drogi odpowiedzi na N G F .  U dow odniono , że 
aktyw ność  kinazy Akt jest konieczna do przeżycia 
neuronów  m óżdżku  u szczura w okresie rozwoju [65, 
66], N a tom ias t  przekazywanie  sygnału d rogą  Ras- 
-M A P  ma znaczenie przede wszystkim w regulacji 
procesów różnicow ania  kom órek  i neurytogenezie. 
W ykazano  jednak , że w k o m ó rk ach  PC 12 aktyw ność 
kinazy PI-3K jest k o n tro lo w an a  przez fragment recep
to ra  TrkA wiążący She i wpływa nie tylko na prze- 
żywalność, ale także na inicjowanie neurytogenezy [67, 
68]. Być może istnieje wzajemne oddziaływanie pom ię
dzy drogam i przekazyw ania  sygnału wywołanego 
N G F ,  jed n ak  nie znam y d o tąd  wszystkich łączących je 
ogniw.

IV-2. Przekazywanie sygnału przez receptor
p75NTR

Pobudzenie  receptorów p75N,R może wywoływać 
efekty troficzne, takie jak  pobudzenie  migracji i róż 
nicowania  neuronów , ale może również prowadzić, 
podobn ie  jak  stym ulacja  innych receptorów z tej 
rodziny, do hydrolizy sfingolipidów, produkcji cerami- 
du i w konsekwencji do  p rogram ow anej śmierci k o m ó 
rek, czyli apoptozy. Jakkolw iek związek pomiędzy 
aktyw nością  receptorów  p75N,R i p rog ram o w an ą  
śmiercią kom órk i został udow odniony , to nadal ist
nieją rozbieżne opinie na tem at tego, czy proces ten 
indukow any  jest w sposób zależny, czy też niezależny 
od N G F  [39, 69], M echanizm  przekazyw ania  obu 
rodzajów  sygnałów przez p75NrR nie jest tak dobrze 
poznany, jak  w p rzypadku  receptorów TrkA, k tóre  
w osta tn ich  latach głównie przyciągały uwagę badaczy.

W iadom o, że u szczura pobudzenie  receptora  
p75N,R przez N G F  w kom ó rk ach  Schw anna (rodzaj 
kom órek  glejowych wytwarzających osłonkę mielino- 
wą neuronów  obwodow ych) prowadzi do aktywacji 
czynnika transkrypcyjnego  N F - k B [38], na tom ias t  
w k o m órkach  oligodendrocytów7 (rodzaj kom órek  
glejowych obecnych w' mózgu) [39] i w kom órkach  
zw7ojow'ych sia tkówki [69] pow oduje  wzrost poziom u
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ceram idu, aktywację  kinaz J N K  (ang. Jun N-terminal  
kinases) i w konsekwencji śmierć kom órek  w procesie 
apoptozy . Należy przy tym podkreślić, że w k o m ó r 
kach tych nie o d n o to w an o  ekspresji receptorów  TrkA.

W ykazano , że w k o m ó rk ach  Schw nna o raz  w tans- 
fo rm ow anych  fibroblastach, przejawiających ekspresję 
recep to ra  p75NrR, podaw anie  N G F  pow oduje  trans- 
lokację czynnika N F - k B do  ją d ra  kom órkow ego . 
N F - k B jest dim erem  zb udow anym  z b iałkowych pod- 
jednostek  p65 i p50 [38]. W n iepobudzonych  k o m ó r 
kach czynnik ten obecny jest w cytoplazm ie w formie 
nieaktywnej, co zapew nia związany z nim specyficzny 
inh ib ito r  IkB. Inh ib ito r  IkB m askując  fragm ent zawie
rający sygnał lokalizacji jąd row ej uniemożliwia prze
mieszczanie się N F - k B do  jąd ra .  Związanie się białek 
z rodziny  T N F  ze swoistymi dla nich receptoram i 
pow oduje  aktywację kinazy białkowej (sądzi się, że jest 
to PK Cy), k tó ra  fosforyluje i degraduje  inh ib ito r  IkB. 
Umożliwia to przemieszczenie się N F - k B do  ją d ra  
kom órkow ego , gdzie aktywuje on transkrypcję  ok reś
lonych genów. LIważa się, że receptor p75NTR spokrew 
niony  z rodziną  białek T N F  mógłby działać w p o d o b 
ny sposób  [70]. Jednym  z możliwych genów doce lo 
wych dla N F - k B mógłby być gen kodujący  białko 
adhezji kom órkow ej F I.  P odaw anie  N G F  w stęże
niach nan o m o la rn y ch  pow odow ało  wzrost poziom u 
białka FI w kom ó rk ach  PC 12 oraz w k o m ó rk ach  
Schw anna  [71], Zwiększony pozim FI m ógłby być 
odpow iedzialny za szybszą migrację kom órek  
Schw anna  obserw ow aną  wówczas, gdy k om órk i  te 
p o d d a n o  działaniu N G F . Efekt ten był b lokow any  
przez przeciwciała skierowane przeciw receptorowi 
p75NIR [72], Wiele danych  wskazuje na to, że p rzeno 
szenie efektów troficznych przez receptor p75N1R o d 
bywa się d rogą  z udziałem czynnika transkrypcyjnego  
N F - k B.

R eceptor p75NTR m a jednak  dw ojaką  na tu rę  i w pew
nych okolicznościach stymuluje syntezę ceram idu oraz 
indukuje  apoptozę. Nie w iadom o  w jaki sposób  recep
to r  p75NTR raz działa ja k o  czynnik neuropro tekcyjny , 
a innym  razem ja k o  czynnik p rom ujący  apoptozę. 
O pewnych m echanizm ach  jego działania  m ożem y 
dom niem yw ać  na podstawie podob ieńs tw a  p75N,R do 
receptorów  z rodziny T N F R . Receptory z tej rodziny 
charak te ryzu ją  się tym, że ich w ew ną trzkom órkow e  
dom eny  m ogą oddziaływać ze specyficznymi białkam i 
cytozolowymi, nazywanym i in te rak to ram i receptora  
(ang. receptor interactors)  [33]. Białka te mają zdo l
ność przenoszenia  sygnału śmierci z dom eny  we
w ną trzkom órkow ej na kolejne ogniwa kaskady  z d a 
rzeń m olekularnych  p row adzonych  do apoptozy. Z a 
k łada  się, że również receptor p75NIR posiada  specyfi
czne dla siebie białko in teraktorow e. O s ta tn io  z iden
tyfikow ano białko [73] nazw ane NF1R (ang. neuro- 
trophin receptor interacting factor)  i w ykazano, że ma 
ono  zdolność  do  interkacji z dom eną  p75IC D  recep
to ra  w sposób zależny od liganda, tj. N G F .  Być może 
jest ono  ogniwem w przenoszeniu sygnału do apop-

tozy, jed n ak  nie w ykazano  tego eksperymentalnie.

V. Receptor p75NIR moduluje funkcję troficz
ną receptora TrkA

Wiele badań  potw ierdza, że recep tor  p75N,R m o d u 
luje ak tyw ność  recep tora  TrkA  [67], Używając specy
ficznych przeciwciał m onok lona lnych  ja k o  ligandów, 
pozwalających odróżn ić  p 7 5 NrR od TrkA  stwierdzono, 
iż nie związany p75NTR może m odyfikow ać ak tyw ność  
recep to ra  T rkA  [74]. W k o m ó rk ach ,  k tóre  przejawiały 
ekspresję T rkA, ale nie miały ekspresji p75NTR, zw iąza
ne liganda przez T rkA  prow adziło  do znaczącej trofi
cznej odpowiedzi na  sygnał. W kom órkach ,  w których  
ekspresji ulegały za ró w n o  receptory  TrkA , jak  
i p 7 5 N1R, ale tylko T rkA  były związane z przeciw
ciałem, obse rw ow ano  znaczący, lecz subop tym alny  
sygnał. O p ty m a ln ą  odpow iedź troficzną uzyskano  
w sytuacji związania  za rów no  TrkA, jak  i p 7 5 N[R 
z przeciwciałami. W takiej kom binacji  wzrosły również 
efekty troficzne N G F  p o daw anego  w stężeniach sub- 
op tym lanych  równocześnie  z przeciwciałami. Z a o b se r 
w ow ano  także, iż k om órk i  z ekspresją tylko p7 5 NTR 
wykazywały  bardzo  ograniczony  efekt troficzny lub 
jego brak. Również inne b ad an ia  in vitro dow odzą, że 
wiązanie N G F  następuje  w wyniku interakcji między 
receptoram i o niskim i w ysokim  powinowactwie. W y
kazano , że przeniesienie odpow iedzi troficznej w y m a 
ga asocjacji obu  typów  receptorów  przy czym asoc ja 
cja ta zależy od zewnątrz- i w ew nątrzkom órkow ych  
do m en  obu  receptorów  [75], P o n ad to ,  N G F  podlega 
endocytozie  tylko w tych kom órkach , k tóre  cechuje 
ekspresja  TrkA, ale nie w tych, w których obecny jest 
jedynie  receptor p75NTR. Jednak  w kom órkach  w yka
zujących ekspresję ob u  recep to rów  proces endocytozy 
N G F  regulowany jest także przez w ew n ą trzk o m ó r
kow ą dom enę  receptora  p75N1R.

Jaki zatem jest udział i wzajemne oddziaływanie 
recep torów  obu  typów  w procesach regulowanych 
przez N G F ?  U w aża  się, że rodzaj odpowiedzi a k 
tywowanej przez oba  receptory  zależy od poziom u ich 
ekspresji w kom órce  neurona lne j i że, w zależności od 
sytuacji, m ogą one an tagon izow ać  lub w spom agać 
swoje wzajemne oddzia ływ anie  (Ryc. 4) [8]. Wysoki 
poziom  aktywacji recep to ra  p 7 5 NTR pod nieobecność 
receptorów  TrkA  prow adzi  do: zwiększonej migracji 
kom órek , indukcji procesów  różnicow ania  lub też do 
ap o p tozy  (Ryc. 4a) [39, 69, 71, 76-78], Jeżeli poziom 
ekspresji receptora  p75N1 R jest wysoki, a receptor TrkA 
ulega ekspresji na poziom ie subop tym alnym , to efek
tem tego jest indukcja  apo p to zy  i tłumienie troficznego 
sygnału TrkA  przez receptor p7 5 N1R. W wyniku tego 
obniża  się przeżywalność kom órek  neuronalnych 
(Ryc. 4b). Z kolei przy w ysokim  poziomie ekspresji 
receptorów  TrkA przenoszony przez nie sygnał troficz
ny ulega w zm ocnieniu  dzięki w spółdziałaniu z recep
to rem  p75NTR. P o n a d to  w ysoka  ak tyw ność  receptorów 
T rkA  ham uje syntezę ceram idu  i blokuje sygnał uru-
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w z m o c n ie n ie  sy g n a łu  t ro f ic z n e g o  dz ięk i 
w z a je m n e m u  o d d z ia ły w a n iu  o b u  re c e p to ró w

> _  t łu m ie n ie  s y g n a łó w  p rz e n o sz o n y c h  p rze z  recep to ry  p 7 5 NTR 
lub  T rk A  w sk u te k  ich w z a je m n e g o  o d d z ia ły w a n ia

Ryc. 4. In fo rm ac ja  n ies iona przez N G F  jest p rzek azy w an a  do  k o m ó rk i  przez recep tory  d w u  rodza jów ; p 75NrR o raz  T rkA . S chem at  przedstaw ia  
m ożliwe oddz ia ływ an ia  między recep to ram i oraz. sku tk i  fizjologiczne ich in terakcji  (opis w tekście); N F -k B  -  j ą d ro w y  czynnik 
t r an sk ry p cy jn y  k a p p a  B; P I-3K  —  3-k inaza  fosfatydyloinozytolu;  Ras — rod z in a  białek o n k ogennych ;  J N k  (ang. Jun  N - terminal  
kinases) —  N -k o ń c o w e  kinazy Jun.

cham iający  proces apop tozy  przekazyw any przez rece
p to r  p75NTR (Ryc. 4c) [8, 79],

VI. Podsum owanie

O d k ry ty  p o n ad  40 lat temu czynnik wzrostu ner
wów jest jednym  z najintensywniej badanych  czyn
ników wzrostowych. W okresie rozwoju organizm u 
wpływa on na proliferację różnicow anie  i przeżywal- 
ność kom órek  nerwowych. M a  także istotne znaczenie 
w ich praw idłow ym  funkcjonow aniu  w dojrzałym 
organizmie. T ransdukc ja  sygnału niesionego przez 
N G F  obejmuje procesy związane z błoną kom órkow ą, 
z wstecznym i postępującym  transpor tem  aksonalnym , 
wreszcie z aktyw acją  czynników transkrypcyjnych

i regulacją ekspresji genów. W ostatn ich  latach znaczą 
cym przełom em  w badan iach  nad  przekazyw aniem  
sygnału przez neurotrofiny było opisanie roli, jaką  
w tych procesach odgryw a receptor p75N,R. O kaza ło  
się, że p75NTR nie jest tylko pom ocniczym  receptorem 
w spom agającym  aktyw ność  receptorów TrkA, ale 
może niezależnie pełnić szereg istotnych funkcji. N a j
bardziej frapującą z nich jest jego udział w in d u k o w a 
niu p rog ram ow ane j śmierci kom órek  neuronalnych , 
za rów no  w; czasie na tu ra lnego  ich wym ierania  w roz
wijającym się układzie nerwowym , jak  i po uszkodze
niach uk ładu  nerwowego. Najważniejsze obecnie p y ta 
nie dotyczy m echanizm ów  przekazyw ania  sygnału do 
apop tozy  oraz  tego w jaki sposób receptor p75NTR, 
z jednej s trony gra rolę w zm acniającą efekty troficzne
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przenoszone przez receptor TrkA, z drugiej n a tom ias t  
jest białkiem indukującym  śmierć kom órek .  Kolejnym  
problem em  jest wyjaśnienie m echan izm ów  w zajem 
nego oddzia ływ ania  receptorów  obu  typów. Wyniki 
badań  na poziomie fizjologicznym wskazują , że w k o 
m órkach  neuronalnych  występuje ró żn o ro d n e  wzaje
m ne oddziaływanie obu receptorów. Z naczny  postęp  
do k o n a ł  się także w wyjaśnieniu m echan izm ów  prze
kazyw ania  sygnałów troficznych przez receptory  
TrkA, wliczając w to odkrycia  z o s ta tn ich  lat, czyli 
zidentyfikowanie dróg  z udziałem b iałka Ras i k inazy 
P I-3K  oraz  Akt. W odniesieniu do tego pow sta ją  
kolejne pytania, np. czy opisane drogi przekazyw ania  
sygnału są od  siebie niezależne, czy też oddzia łu ją  na 
siebie wzajemnie. Jeżeli tak, to k tóre  z k o m ó rk o w y ch  
zdarzeń m oleku larnych  są łączącymi je  ogniwami. 
Ponad to , wciąż jeszcze nie wiemy, czy wszystkie k o m ó r
ki nerwowe w ykorzystują  te same drogi transdukcji  
sygnałów troficznych niesionych przez neurotrofiny.

Badania  zmierzające do zrozum ienia  m echan izm u 
przekazyw ania  sygnału przez N G F  i pozosta łe  n e u ro 
trofiny m ają znaczenie dla ew entualnego  w ykorzys
tan ia  czynników neurotroficznych w pos tępow an iu  
klinicznym. Potencjalne możliwości zas to sow an ia  
neurotrofin  ja k o  substancji te rapeu tycznych  w regene
racji uszkodzonego uk ładu  nerwowego, w chorobach  
neurodegeneracyjnych (np. w chorob ie  Alzheimera), 
a także w cho robach  now otw orow ych  s tanow ią  b a r 
dzo istotny bodziec do badań  nad  m echan izm am i ich 
działania.
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Wykaz stosowanych skrótów: AAA — ATP-azy związane 
z różnymi aktywnościami komórkowymi; ACE — enzym 
przekształcający angiotensynę; CAD — białka zawierające 
konserwatywną domenę ATP-azową; C A N P  - neutralne 
proteazy aktywowane przez C a 2 + ; Cip — proteaza połączo
na z białkiem opiekuńczym; E-64 — L-trans-epoksybursz- 
tynylo-leucyloamido(-3-metylo)butan; ERAD — degradacja 
białek związana z endoplazmatycznym retikulum; hsc 73

konstytutywne białko szoku termicznego o m. cząst. 73 
kDa; K F E R Q  — sekwencja Lys-Phe-Glu-Arg-Gln; PEST 
— region peptydowy bogaty w prolinę (P), kwas glutamino
wy (E). serynę (S), treoninę (T); t-CANP — tkankowo- 
-specyficzne neutralne proteazy aktywowane przez C a 2+; 
u-CA N P powszechnie występujące neutralne proteazy 
aktywowane przez C a 2 +

I. W stęp

Proteoliza  odgryw a ważną rolę zarów no  w p roce
sach katabolicznych jak  też regulatorow ych —  jej 
wynikiem może być całkow ita  hydroliza  łańcuchów 
polipeptydow ych lub jedynie usunięcie niektórych 
sekwencji am inokw asow ych. C ałkow ita  hydroliza  w a
runkuje, poza degradacją  białek egzogennych, tak

'D r ,  2mgr, Zakład Biochemii Uniwersytet Marii Curie- 
-Skłodowskiej, Plac M. Curie-Skłodowskiej 3. 20-031 Lublin 
e-mail: magda(a hermes.umcs.lublin.pl 
Katedra Biochemii. Szkoła Główna Gospodarstwa Wiejs
kiego, ul. Rakowiecka 26/30, 02-528 Warszawa

ważne funkcje kom órek , jak: m odu low an ie  wielkości 
puli kluczowych enzym ów i białek regulatorow ych, 
usuwanie  białek nieprawidłowych, a także rozkład 
zbędnych białek kom órkow ych  —  szczególnie is totny 
w w arunkach  głodu lub różnicowania . N a to m ias t  
ograniczonej proteolizie przypisywany jest udział 
w procesie do jrzew ania  białek obejm ującym : (a) u su 
nięcie m etioniny lub N -fo rm ylom etion iny  z now o 
syntetyzowanych łańcuchów  polipeptydow ych, (b) 
przekształcanie pre- lub p reprobia łek  związane z u su 
waniem peptydu sygnałowego w arunku jącego  t r a n s 
port  przez błony [1, 2], (c) przekształcanie  w aparacie  
Golgiego nieaktywnych probiałek, np. p rekurso rów  
białek lizosomalnych i sekrecyjnych, w formy b io 
logicznie aktyw ne [3 .4 ] ,  (d) uw alnianie  przez sekretazy 
(secretases, membrane protein convertases , sheddases) 
rozpuszczalnych izoform białek b łonow ych [5]. P rze
kształcanie pre- i p reprobiałek  ka ta lizu ją  peptydazy 
sygnałowe s tanowiące nowy typ p ro te inaz  serynowych 
(nie wym agających His) [2], k tóre  zna jdu ją  się w7 b ło 
nach retikulum  endoplazm atycznego , w m atriks  i b ło 
nie wewnętrznej m itochondriów , w stromie i błonie 
tylakoidów. N a tom ias t  większość sekretaz  to metalo- 
p roteazy katalizujące cięcie białek b łonow ych w rejo
nie bliskim zew nątrzkom órkow ej powierzchni błony, 
k tóre  pow oduje  uwolnienie fizjologicznie aktyw nych 
białek np. enzymu przekształcającego angiotensynę 
ACE (angiotensin converting en zym e ), receptorów, li-
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g an d ó w  receptorów  [5]. O gran iczona  proteoliza  s ta 
nowi również podstaw ę działania  k a lp a in 1, w wyniku 
k tó rego  dochodzi m.in. do zmiany aktywności (ak
tywacji /inaktywacji) lub zm iany m echanizm u regulacji 
ak tyw ności danego  białka [6],

Procesy  degradacyjne poszczególnych białek prze
biegają z różną szybkością [7-9], Przyczyny różnic 
w okresie  pó łtrw an ia  białek w ew nątrzkom órkow ych  
nie są w pełni wyjaśnione. W  latach 70-tych p ró b o w a 
no ustalić  korelację pom iędzy szybkością degradacji 
a ogólnym i w łasnościami fizykochemicznymi białka 
su bs tra tow ego  [7, 8], takim i jak  ciężar cząsteczkowy, 
p u n k t  izoelektryczny czy ilość powierzchniowych o b 
szarów hydrofobow ych. Za  sygnały wyznaczające biał
ka do  degradacji uw ażano  modyfikacje cząsteczek 
białkowych, takie jak  np. glikozylacja, fosforylacja, 
oksydacja , acetylacja, deam idacja  [7-10]. W edług je d 
nej z nowszych hipotez tzw. „reguły N -k o ń ca” [11] 
o okresie  pó łtrw an ia  cząsteczki białkowej decyduje 
N -k o ń c o w a  reszta am inokw asow a. W kom órkach  
eukario tycznych  białka ulegają degradacji zgodnie 
z regułą N -końca  po połączeniu z u b ikw ityną2, przy 
udziale zależnego od A T P  kom pleksu  pro teasom ow e- 
go 26S3 [12]. T em p o  degradacji może zależeć również 
od sekwencji przy C -końcu  cząsteczki białka [13]. 
Poza  sygnałam i występującymi przy końcach  łań 
cucha polipeptydow ego, o stabilności białka m ogą 
decydow ać  wewnętrzne sekwencje am inokw asow e. 
W obręb ie  wielu białek, k tóre  ulegają szybkiej de
gradacji z lokalizow ano tzw. sekwencje P E S T  — regio
ny boga te  w prolinę (P), kwas g lu tam inow y (E), serynę 
(S), t reoninę  (T) [14, 15]. Fosforylacja regionów PEST 
może przyspieszać degradację  n iektórych białek [15].

W k o m ó rk ach  eukario tycznych  funkcjonują  dwa 
degradacyjne  szlaki proteolityczne (Tab. 1) tj. lizoso- 
m alny  [7, 16] /w akuo larny  [10,17, 18] (mniej selektyw
ny) oraz  pozalizosom alny  (bardziej selektywny). W li- 
zosom ach  degradacji ulegają białka pochodzące  bądź 
z przestrzeni zew ną trzkom órkow ych  (w wyniku endo- 
czy pinocytozy) bądź z w nętrza  kom órk i  (w wyniku 
au tofagocytozy  lub selektywnego transportu). Miejs
cem degradacji tych białek, oprócz  ostatecznych lizo- 
somów, m ogą być również prelizosom alne s truk tu ry  
szlaku endocy tarnego  [19]. Pozalizosom alny  szlak 
proteolityczny obejmuje procesy degradacyjne zach o 
dzące w cytosolu, przede wszystkim z udziałem k o m 
pleksu pro teasom ow ego  26S [20, 21] i uk ładu  kal- 
pa inow ego [6, 22], o raz proteolizę w obrębie orga-

1 O kalpainach pisała A. J a k u b i e c - P u k a  Post Biochem 
(1993) 39: 251-258
2 O ubikwitynie pisały: U. P i o t r o w s k a  Post Biochem 
(1993) 39: 8-16 oraz A. T o b i a s z  i T.  Ż o ł ą d e k  Post 
Biochem (1997) 43: 91-97
O degradacji cyklin przy udziale systemu ubikwitynowego 
pisała B. G r z e l a k o w s k a - S z t a b e r t  Post Biochem 
(1993) 39: 16-25
' O degradacji dekarboksylazy ornitynowej przez 26S prote- 
asomy pisała M. M a n t e u f f e l - C y m b o r o w s k a  Post 
Biochem (1996) 42: 113-120

Tabela 1.
Szlaki p ro teo l izy  w k o m ó r k a c h  eukar io tycznych

Szlak pro teo l i tyczny Przyk łady  enzym ów

1. Szlak l izosom alny  w akuo-
larny
1. l izosom alna  d eg radac ja  

białek e n d ogennych  
(m a k ro a u to fa g o c y a to z a ,  
m ik ro a u to fag o cy to za ,  
k r inofagocy toza ,  z u- 
dz ia łem  b ia łka  hsc 73)

la.  p ro teo l iza  e n d o s o m a ln a
2. w a k u o la r n a  deg rad ac ja  

białek
—  pro teo l iza  w w akuo-  

lach drożdży 
-  p ro teo l iza  w w ak u o -  

lach roślin

K atepsyny  B, D, E, H, L

PrA, PrB. C P Y . C PS , API, 
APY, D P A P -B

p ap a in a ,  ficyna, b ro m ela in a

II. Szlak poza l izo so m aln y
1. P rocesy  proteolizy  w cy

tosolu
— z udzia łem  26S pro- 

tea s o m u
z udzia łem  system u 
ka lp a in o w eg o

2. P rocesy  p roteolizy  w o r 
ganellach  s u b k o m ó rk o -  
wych
- d e g rad ac ja  białek w 

m i to c h o n d r ia c h

d e g rad ac ja  białek w 
c h lo ro p la s tach

— degradac ja  białek 
zw iązana  z re t iku lum  
e n d o p la z m a ty c z n y m  
(E R A D )

-  p ro teo l iza  w ap arac ie  
G olg iego

pro teo l iza  w b łonach  
p lazm atycznych

AT P-za leżny  k om pleks  p ro tea-  
som ow y 26S 
/ i -C A N P  (u -C A N P l) ,  
m - C A N P  (U-CANP2),  // m -kal-  
painy, nCL-1 ( t-C A N Psk) ,  
nC L -2  ( t -C A N P sm )

A T P-za leż n a  en d o p e p ty d a z a  
h o m o lo g  pro teazy  Lon E. 

coli, A TP-za leżne  pro teazy  s p o 
k rew nione  z bak te ry jną  metalo-  
p ro te a z ą  F tsH
A T P-za leż na  p ro teaza  s p o k re 
w n iona  z b a k te ry jn ą  p ro teazą  
C ip  (p ro teaza  C lpC P),  p ro teaza  
hom o lo g iczn a  d o  bakteryjnej  
ATP-zależnej  m eta lo p ro te azy  
F tsH
pro teaso m y

zależne od  C a 2 + se rynow e p r o 
teazy typu  subtylizyny (matura- 
ses) —  np. furyna 
p ep tydazy  sygna łowe —  sery
nowe pro te inazy  nie w y m a g a ją 
ce His (w b łonach  ER. m i to 
cho n d r ió w ,  ty lakoidów). sekre-  
tazy {secretases, sheddases)

nelli subkom órkow 'ych tj. m itochondriów  [23, 24], 
ch lo rop lastów  [10, 25, 26], re tikulum  endoplazm a- 
tycznego [1, 27], ap a ra tu  Golgiego [3, 10] o raz błon 
plazm atycznych [1, 5],

Przy om aw ianiu  procesów proteolizy m ożna  w spo
mnieć również o wyspecjalizowanych kom órkach , 
k tórych potencjał proteolityczny jest często większy 
niż lizosomów, zwłaszcza w odniesieniu do białek 
egzogennych traw ionych  w neu tra lnym  pH. Szczegól
nie ważne są takie k om órk i ja k  neutrofile, makrofagi
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[28, 29] czy osteoklasty [30, 31]. Z achow an ie  ró w n o 
wagi między serynowymi p ro te inazam i uw alnianym i 
z neutrofili i m akrofagów  a inhibitoram i tych en 
zymów, z grupy serpin (,serpins) [32-35], m a istotne 
znaczenie przy u trzym aniu  hom eostazy  organizm u. 
Zakłócenie  tej równowagi pow oduje  m.in. zaburzenia  
w metabolizm ie tkanki łącznej, p row adzące  np. do 
rozwoju cho rób  płuc [35, 36],

Om ów ienie  wszystkich aspek tów  proteolizy jest 
niemożliwe w ram ach  tego opracow ania .  W ażne zaga
dnienia dotyczące udziału p ro teaz  kom órkow ych  
—  tzw. kaspaz  w przebiegu ap op tozy  zostały opisane 
w artyku łach  opub likow anych  wcześniej na łam ach 
Postępów Biochemii4'.

II. Lizosom alna degradacja białek

W lizosomach degradacji ulegają białka egzogenne 
jak  również endogenne [7, 16]. D egradac ja  białek 
w ew nątrzkom órkow ych  zachodzi głównie w w a ru n 
kach  stresu, np. g łodu [37].

II-1. Szlaki proteolizy lizosomalnej

Białka w ew ną trzkom órkow e  m ogą wnikać do lizo- 
som ów  co najmniej na 4 różne sposoby: m akroau to fa-  
gocytozy, m ikroautofagocytozy , krinofagocytozy 
[16], a także selektywnego tran sp o r tu  [38] z udziałem 
hsc 73 —  konsty tu tyw nego  białka szoku termicznego 
o m. cząst. 73 k D a  (heat-shock cognate protein) rozpoz
nającego specyficzne sekwencje am inokw asow e: Lys- 
-Phe-G lu-A rg-G ln  (tzw. KFF.RQ) [7, 39].

M akro au to fag o cy to za  (klasyczna au tofagocytoza) 
polega na pob ran iu  części cy toplazm y do  wakuoli 
autofagocytowych, k tóre  pow sta ją  z błon p o ch o d zą 
cych głównie z re tikulum  endop lazm atycznego  g ład
kiego [38], U tw orzony  w ten sposób  au tofagosom  
łączy się z lizosomem pierw otnym  lub w tórnym , 
pow odując  powstanie  au tofagolizosom u [16, 17, 38, 
40], Udział lizosomalnej degradacji białek w we
w ną trzkom órkow ej proteolizie może w zależności od 
typu kom órk i  wynosić do 80%  [40]. F izosom alna  
proteolizą  jest procesem nieselektywnym [38], gdyż 
podlegają  jej białka różnych s t ru k tu r  kom órkow ych , 
m.in. m itochondriów , peroksysom ów , rybosom ów , 
błon retikulum  endop lazm atycznego , a także obecne 
w lizosomach białka rozpuszczalne [41]. Białka cyto- 
solu są zaś głównie substra tam i cytosolowych szlaków' 
proteolizy. O s ta tn io  w ykazano  [42], że również prote- 
asom y ulegają degradacji w7 lizosomach, głównie na 
drodze  autofagocytozy, chociaż w w aru n k ach  głodu 
p raw d o p o d o b n ie  także poprzez specyficzny transport  
z udziałem białka hsc 73. U w aża się, że proces m akro -  
au tofagocytozy odpo w iad a  raczej za dostosow anie

4 O roli kaspaz w apoptozie pisali: B. G r z e 1 a k o w s k a - 
- S z t a b e r t Post Biochem (1998) 44: 8-21 oraz P. W i d 1 a k 
Post Biochem (1998) 44: 252-254

ogólnego poziom u białek w ew n ą trzkom órkow ych  do 
ak tualnych  potrzeb, niż za specyficzną regulację poz io 
mu poszczególnych białek [7].

M ik roau to fagocy toza  polega na pobran iu  małych 
porcji cytoplazm y lub cytosolu do pęcherzyków p o 
wstających przez inwaginację błony lizosomu, w wyni
ku czego następuje utworzenie  w akuoli au to fagocy to 
wych wewnątrz  lizosomu [7], Podczas gdy proces 
m akroau to fagocy tozy  zachodzi głównie w w arunkach  
głodu i jest regulow any przez poziom  am inokw asów , 
to m ikroau to fagocy toza  odp o w iad a  za degradację  
białek długowiecznych w w aru n k ach  stanu  p o d s ta w o 
wego [7, 40].

F izosom alna  degradacja  p ro d u k tó w  sekrecji ok reś 
lana jest m ianem  krinofagocytozy [43]. Jest to proces 
polegający na fuzji pęcherzyków  wydzielniczych z lizo- 
som am i lub translokacji białek sekrecyjnych bezpo
średnio do lizosomów, zam iast do  pęcherzyków wy
dzielniczych [7, 16, 43]. K rinofagocytoza  może być 
doda tk o w y m  m echanizm em  regulacyjnym, zabezpie
czającym k om órkę  przed przeciążeniem p ro d u k tam i 
wydzielniczymi, np. ho rm o n am i,  gdy tem po  sekrecji 
jest zbyt niskie [7, 43],

W w arunkach  długotrw ałego  głodu, białka dosta ją  
się do  lizosomów w drodze  selektywnego t ran sp o r tu  
z udziałem białka hsc 73 [38]. Białka rozpoznaw ane  
przez hsc 73 (np. rybonuk leaza  A) zawierają N -ter- 
m ina lną  20-am inokw asow ą sekwencję, w obrębie k tó 
rej znajduje się specyficzny region peptydow y obej
mujący reszty od 7 do 11. W przypadku  RNazy A jest 
nim pen tapep tyd  F ys-Phe-G lu-A rg-G ln , tzn. sekwen
cja (motyw) K F E R Q  [39], Pokrew ne  sekwencje wy
kry to  u około  30%  białek cytosolowych. m.in. kilku 
enzym ów  glikolitycznych [41]. P o d o b n e  motywy są 
p raw do p o d o b n ie  odpow iedzia lne  za selektywną d e 
gradację p ro teasom ów  w lizosom ach [42].

II-2. Mechanizm proteolizy lizosomalnej

D egradacja  białek w ew nątrz  lizosomów jest p raw 
dopod o b n ie  inicjowana przez endopep tydazy  (protei- 
nazy), a k o n ty n u o w an a  przez lizosomalne egzopep- 
tydazy: d ipeptydylopeptydazy , karboksypeptydazy , 
d ipeptydazy [44 ,45], W śród w ykrytych endopep tydaz  
stw ierdzono proteinazy cysternowe, takie jak  katep- 
syny B. H. F oraz asparty low e, jak  katepsyna 
D i E [45]. Największe znaczenie w wewnątrzlizoso- 
malnej degradacji białek przypisuje się ka tepsynom  
D i F [45]. N a istotny udział p ro te inaz  cysternowych, 
poza aktyw nym i w kw aśnym  pH  prote inazam i aspar- 
tylowymi, wskazuje stopień zah am o w an ia  tej pro teo li
zy przez specyficzne w s to su n k u  do cysternowych 
proteinaz inhibitory, ja k  np. E-64, leupeptyna.

III. W akuolarna degradacja białek

W akuole  roślinne [10], pod o b n ie  jak  wakuole d ro ż 
dży [17. 46]. zawierają ró ż n o ro d n e  enzymy hydro-

34 POSTĘPY BIOCHEMII  45(1) ,  1999http://rcin.org.pl



lityczne i z tego względu są często uważane za funk
cjonalne  odpow iednik i lizosomów zwierzęcych. O s ta t 
nie d an e  wskazują, że w roślinach występują dw a typy 
wakuoli,  z k tórych jeden  charakteryzuje  się kwaśnym  
pH p o d o b n ie  ja k  lizosomy [10]. W w akuolach  k o m ó 
rek roślin wykryto  wszystkie rodzaje hydro laz  pep- 
tydylopeptydów . W w akuolach  drożdży w ykazano  
obecność  dw óch endopeptydaz: aspartylowej protei- 
nazy A (PrA) i serynowej proteinazy B typu sub- 
tylizyny (PrB), dw óch karboksypeptydaz: Y i S (CPY, 
CPS), dw óch  am inopep tydaz  I i Y (API, APY —  praw 
d o p o d o b n ie  identycznej z opisywaną wcześniej ApCo 
[18]) o raz  d ipeptydylowej am inopep tydazy  B (D P A P - 
-B) w błonie w akuoli [18, 47], Szlaki biosyntezy 
w ym ienionych p ro teaz  drożdży oraz potranslacyjne 
modyfikacje, obejm ujące również zachodzący w w a k u 
olach proces kaskadow ej aktywacji odpow iednich 
p roenzym ów , op isano  szczegółowo w pracy przeglą
dowej [18], U w aża się, że w w akuolach  m ogą ulegać 
degradacji  liczne b iałka cytosolowe o długim okresie 
pó łtrw ania ,  szczególnie w w arunkach  głodu [48]. 
W yspecjalizowane formy wakuoli roślinnych tzw. ciała 
b iałkowe (protein bodies), z k tórych wyizolowano 
proteazy  odpow iada jące  katepsynom  ssaków, są g łów 
nym miejscem degradacji białek w kiełkujących nasio
nach [10], Ten sposób  mobilizacji białek zapasowych 
obserw ow ano  również w innych tk ankach  np. liściach, 
podczas n iedoboru  azo tu  lub w procesie starzenia 
[10], Poz iom  w akuo la rnych  p ro te inaz  u drożdży jest 
s to sunkow o  niski podczas w egetatywnego wzrostu 
i znacznie wzrasta  w w arunkach  stresu wywołanego 
n iedoborem  podstaw ow ych sk ładników  p o k a rm o 
wych o raz  przy sporulacji [18, 49], W kom órkach  
Saccharomyces cerevisiae tej w akuolarnej proteolizie 
ulegają np. perm eaza uracylu [50] i t ran sp o r te r  m a l
tozy [51],

IV. Proteoliza endosomalna

Do niedawma sądzono, że degradacja  m akrocząs
teczek pobranych  na drodze  endocytozy, jak  również 
autofagocytozy, zachodzi wyłącznie w ostatecznych 
lizosomach. N ajnow sze badan ia  wykazały, że częś
ciowa lub nawet ca łkow ita  hydroliza  białek może mieć 
miejsce w prelizosom alnych s t ru k tu rach  szlaku en- 
docy tarnego  (wczesnych i późnych endosom ach) [19].

Endosom alnej proteolizie przypisuje się głównie 
[19, 52]: (a) aktywację lizosomalnych proteaz, takich 
jak  katepsyny D i B, k tóre  m ogą być zaangażow ane  
w degradację białek w endosom ach; (b) inaktywację 
h o rm onów  białkowych, np. naskó rkow y  czynnik 
wzrostu E G F  (epidermal growth factor)  jest częściowo 
degradow any  w s truk tu rach  prelizosom alnych, a n a 
stępnie przenoszony do  lizosom ów w celu całkowitej 
degradacji, —  insulina i g lukagon  są całkowicie de
g radow ane w endosom ach; (c) aktywację  h o rm onów  
białkowych, np. p a ra th o rm o n  —  P T H  {parathyroid 
hormone) jest ak tyw ow any  w en d o so m ach  na drodze

ograniczonej proteolizy; (dj udział w prezentacji a n 
tygenów.

V. Proteoliza zależna od ATP u Prokaryota

V -l. Proteaza Lon

Pro teaza  Lon (określana również ja k o  La; [53]) 
będąca p ro d u k tem  genu lon (od ang. long form; [54]) 
Escherichia coli jest p ro teazą  zależną od ATP, k tó ra  
pełni wiele funkcji regulacyjnych w tym organizmie 
[53], G eny  lon zidentyfikowano także u innych b a k 
terii g ram ujem nych  i g ram doda tn ich  [24], A ktyw na 
p ro teaza  jest te tram erem  zbudow anym  z identycznych 
podjednostek , z k tórych każda o m. cząst. 87 k D a  
zawiera cen trum  ATP-azy, ja k  również centrum  p ro te 
azy serynowej [53, 55], A ktywność A T P -azow a jest 
s tym ulow ana  przez D N A , a pro teaza  Lon wiąże się 
z D N A  w sposób  specyficzny —  do bogatego w deo- 
ksytym idynę i deoksyguanozynę elementu p ro m o to ra  
[24], Funkcje  regula torow e proteazy Lon dotyczą 
m.in. opornośc i bakterii na prom ieniowanie , podziału 
k o m órkow ego  oraz proteolitycznej degradacji a n o r 
m alnych po lipep tydów  i pewnych kró tkożyjących b ia 
łek regula torow ych takich jak  inhibitory  podziału 
ko m órkow ego  SulA i RcsA [24, 53]. P ro teaza  Lon 
została także z identyfikow ana ja k o  element odpow ie
dzi E. coli na szok te rm iczny5 [53],

V-2. Proteaza Cip

Izo low ana z E. coli pro teaza  Cip (chaperone-linked  
protease), znana  również ja k o  Ti [53], składa się 
z dw óch niehom ologicznych podjednostek: pro teo lity 
cznej (ClpP) i regulatorowej o aktywności A TP-azy 
(ClpA lub ClpX) [10, 53, 56], Pod jednos tka  C lp P  (o m. 
cząst. 21,5 kDa), zawiera proteolityczne centra  ak tyw 
ne, z k tórych  dw a są charak terys tyczne dla katalitycz
nej tr iady pro teaz  typu serynowego [56]. Sam a C lpP  
nie może hydrolizow ać białek, funkcjonuje ona  ja k o  
peptydaza  zdolna  jedynie do  degradow ania  krótkich  
peptydów  (poniżej 7 am inokw asów ) i do pełnej ak tyw 
ności proteolitycznej wym aga połączenia z ClpA. 
U w aża się, że ClpX stymuluje ak tyw ność  C lp P  w s to 
sunku do substra tów  białkowych nie rozpoznaw anych  
przez ClpA [56], P o d jednos tka  regulacyjna ClpA (o m. 
cząst. 84 kD a) jest A T P -azą  w ykorzystująca hydrolizę 
A T P  do aktywacji C lp P  i rozfałdowywania substra tów  
białkowych [55, 56]. A T P  związany przez ClpA z dwie
ma odm iennym i s truk tu ra ln ie  i funkcjonalnie d o m e n a 
mi (ATP-1 i A T P -2 )jes t  po trzebny  w różnych e tapach 
degradacji [56], ATP-1 jest niezbędny do utworzenia  
stabilnych oligomerów' ClpA i do ak tyw ow ania  p ro te 
olizy przez C lpP, p raw d o p o d o b n ie  dzięki zm ianom  
konform acyjnym  w ynikającym  z wiązania  nukleoty-

5 O odpowiedzi E. coli na szok termiczny pisał K.. L i b e r e k 
Post Blochem (1995) 41: 94-102
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Cip A
Rye. 1. Schem at  bu d o w y  p ro teazy  C lpA P.

C lp P  —  p o d je d n o s tk a  p ro teo l i tyczna ,  C lpA  —  p odjednos t-
ka r eg u la to ro w a
(O p ra c o w a n o  n a  p ods ta w ie  d anych  l i te ra tu row ych  [10, 56])

du. A TP-2  jest w głównej mierze odpow iedzialny za 
zależne od energii e tapy  niezbędne w degradacji su b 
stra tów  białkowych. P od jed n o s tk a  ClpA uw ażana  jest 
za m odelow e białko Cip z rodziny białek Clp/HsplOO 
[56]. ClpA z E. coli może in vitro przejawiać funkcje 
charak terys tyczne  dla systemu białek opiekuńczych 
(molecular chaperones) Hsp70. Przypuszcza się, że 
ClpA funkcjonuje również ja k o  białko opiekuńcze 
w obrębie  proteazy Cip, udostępnia jąc  podjednostce 
proteolitycznej p rzeznaczone do  degradacji białka 
w stanie rozfałdowanym. Pierwotnie  przypuszczano, 
że zarów no  C lp P  ja k  i ClpA tw orzą  in vitro hek- 
sameryczne pierścienie, k tó re  asocjują przejściowo 
podczas proteolizy. W y k azan o  jednak , że C lp P  jest 
te tradekam erem  tw orzącym  dw a pierścienie —  każdy 
po 7 m onom erów , na to m ias t  w świetle ostatnich 
danych  ClpA nada l  przypisuje się konfigurację hek- 
sameryczną, co implikuje asym etryczne ułożenie oligo
merów C lp P  i ClpA [10, 56]. Uw aża się zatem, że 
w obecności A T P  pro teaza  C lp A P  sk łada  się z tet- 
radekam eru  C lp P  zasocjow anego z jednego  lub obu 
końców  z heksam erem  ClpA (Rye. 1), p rzypom inając  
swoją s t ru k tu rą  26S p ro teasom  u Eukaryota  i Ar- 
chaehacteria  (por. Ryc. 2). W nętrze kom pleksu  C lpP  
jest p raw d o p o d o b n ie  wystarczająco szerokie, by wią
zać duże rozfałdowane polipeptydy, ale zbyt og ran i
czone, by wiązać nawet małe, pofa łdow ane białka [56], 
N iezdolność do wiązania  natyw nych polipeptydów  
byłaby zatem przyczyną niemożności samodzielnego 
deg radow an ia  białek przez ClpP. P ro teaza  Cip bierze 
udział w degradacji n iefunkcjonalnych polipeptydów  
i spontanicznie  pojawiających się ag regatów  b ia łko
wych [56] zgodnie z regułą N -k o ń ca  [57],

V-3. Proteaza FtsH

P ro teaza  F tsH  (określana również ja k o  HflB; [58]) 
jest p ro d u k tem  genu ftsH (od ang. Jilamentation tem
perature sensitive; [59]), k tóry  okazał się identyczny 
z genem hflB (od ang. high frequency oflysogeny;  [58]). 
F tsH  jest A TP-zależną m e ta lop ro teazą  o masie cząst. 
74 kD a, zaangażow aną  w odpowiedzi E. coli na szok 
termiczny (patrz przyp is5) o raz  uczestniczącą w de 
gradacji niecałkowicie u fo rm ow anych białek E. coli
[26]. F tsH  jest białkiem zako tw iczonym  w błonie

cytoplazmatycznej dw iem a transb łonow ym i helisami, 
z miejscem wiązania  A T P i d o m en ą  katalityczną 
skierow anym i do  cytosolu. D om ena  A T P -azo w a  nale
ży do rodziny AAA— A T P-az  związanych z różnymi 
ak tyw nościam i kom órkow ym i (ATPases Associated  
with various cellular Activities), a d o m en a  pro teazow a 
zależna jest od jo n ó w  cynku [60],

VI. Pozalizosom alna proteoliza zależna od 
A T P  u E ukaryota

VI-1. ATP-zależna proteoliza w mitochondriach

W m itochondriach  w ątroby  szczurów w ykazano  
[53] obecność proteolitycznej aktyw ności zależnej od 
ATP. Enzym odpowiedzialny za tę ak tyw ność  okazał 
się endopep tydazą  o m. cząst. 550 kD a ,  ak tyw ną  
w alkalicznym pH  tylko w obecności jo n ó w  M g 2 + 
i A TP, w ykazującą szereg podob ieństw  do proteazy 
Fo n  E. coli [23]. H om ologi Fon  w ykry to  również 
w m itochondriach  drożdży (S. cerevisiae) i człowieka 
[24], Są one u tych o rganizm ów  kodow ane  przez 
genom  jądrow y. Enzymy te są zaangażow ane  w d e 
gradację ano rm alnych  białek syntetyzow anych w mi- 
tochondrl^ch  i n iektórych enzym ów  m itochondria l-  
nych o kfcótkim okresie pó łtrw ania  [23].

W m itochondriach drożdży wykryto również dwie, 
zlokalizowane, w wewnętrznej błonie, ATP-zależne p ro 
teazy spokrewpione z bakteryjną ATP-zależną m etalo
proteazą FtsH [60], k tóre  uczestniczą w degradacji nie 
w pełni uform owanych białek m itochondrialnych i nie
całkowicie zsyntetyzowanych polipeptydów [25, 26], 
Jedna z nich jest białkiem heteromultimerycznym sięga
jącym do  matriks, a druga  hom om ultim erem  skierowa
nym do przestrzeni międzybłonowej.

VI-2. ATP-zależna proteoliza w choloroplastach

Chlorop las ty  zawierają do  50%  wszystkich białek 
tkanki fotosyntetyzującej. P rzypuszczano, że b iałka 
ch loroplastów  są degradow ane  przez proteazy wakuo- 
larne [10] lub na szlaku ub ikw itynow ym  [48]. Jednak  
obecnie wydaje się, że w procesie degradacji z a a n 
gażow ane są występujące w ch lo rop las tach  proteazy, 
z k tórych pewne w ym agają  A T P  [10, 25, 61] (obser
w ow ano  również ATP-niezależną proteolizę [25, 62]). 
Szybka degradacja  białek w ch lo rop las tach  ma miejsce 
np. gdy kom pleks składający się z kilku podjednostek  
pozbaw iony  jest jednej z nich.

Jed n a  z ch loroplastow ych pro teaz  zależnych od 
A T P  jest spokrew niona  z bak te ry jną  proteazą Cip. 
Białka hom ologiczne do podjednostek  C lp P  i ClpA 
w ykryto  w stromie chloroplastów. P od jednostka  p ro 
teolityczna C lp P  jest k o d o w an a  przez genom  ch lo ro 
plastowy (u pom idorów  —  w jąd rze  [25]), a pod jed
nostka  regulatorow a, oznaczana  u roślin jako C lpC
[10], przez genom  jądrow y. Podobn ie  jak  u E. coli,
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asocjacja  pomiędzy C lpC  i C lpP  zależy od obecności 
ATP. O s ta tn io  stwierdzono, że s tanow iąca  około  10% 
su b popu lac ja  C lpC  jest zasocjow ana z wewnętrzną 
b łoną  chloroplastu . Ekspresja  podjednostek  proteazy 
Cip jest  k o n s ty tu tyw na  [61, 63], chociaż w przypadku 
C lpC  obserw ow ano  pew ną stymulację światłem [63]. 
Przypuszcza się, że p ro teaza  C lp C P  pełni u roślin 
funkcje białka „gospodarczego” (housekeeping), p o d 
czas gdy C lpC  funkcjonuje  także niezależnie jak o  
b iałko opiekuńcze [25],

O s ta tn io  z identyfikow ano w ch loroplastach  kilku 
roślin wyższych białko o m. cząst. 78 kD a, wykazujące 
im m unologiczne  podob ieńs tw o  do bakteryjnej ATP- 
-zależnej m eta lopro teazy  F tsH , którego  ekspresja zale
ży od światła (brak go u roślin etiolowanych) [26], Jest 
ono  in tegralnym  białkiem błony ty lakoidu, z h y d ro 
fitową częścią w yeksponow aną  ku stromie. G eny tej 
p ro teazy  znaleziono w ch lo roplastach  k rasno ros tów  
i b runatn ie ,  na tom ias t  u zielenic i roślin wyższych 
białko to jest kodow ane  w jądrze  i im portow ane  do 
ch loroplastu . T ran sb ło n o w a  lokalizacja sugeruje 
udział tej p roteazy w degradacji za rów no  rozpuszczal
nych białek strom y jak  też nowo w budow yw anych  
białek tylakoidów.

VI-3. Proteoliza z udziałem 26S proteaśomu
-41

G łów ny nielizosomalny szlak degradacji białek s ta 
nowi duży (2 M D a)  A TP-zależny kom pleks p ro teo lity 
czny —  26S p ro teasom  (26S proteaza, 26S kom pleks 
pro teasom ow y), k tóry  w ykryto  w cytosolu i jądrze 
wszystkich kom órek  eukario tycznych  [20, 60, 64-67], 
K om pleks ten składa się z 20S p ro teaśom u  (700 kDa) 
[68] tworzącego proteolityczny rdzeń w kształcie 
cylindra (beczułki) o raz  zasocjow anych na jego k o ń 
cach dwóch asymetrycznych kom pleksów  regu la to ro 
wych o stałej sedymentacji 19S tzw. „19S caps''’ (okreś

lanych również ja k o  PA700 lub // particie) (Ryc. 2). 
K om pleksy  „ 19S caps"  zawierają ok. 15-20 różnych 
pod jednostek  (dok ładna  liczba nadal nie jest znana) 
o m. cząst. 25-110 k D a  [52, 56], m ają  aktywności 
A T P-azow e [65, 69], wiążące ubikwitynę [70] oraz 
izopeptydazow e [70, 71]. D otychczas zidentyfikowa
no 6 blisko spokrew nionych  podjednostek  o a k ty w n o 
ści A TP-az, zaliczanych do  rodziny białek AAA [65] 
określanych też ja k o  C A D  —  białka zawierające 
konserw atyw ną  dom enę A T P -azow ą (Conserved ATP-  
-ase containing Domain proteins) [72], Pod jednostk i te 
p raw d o p o d o b n ie  biorą udział w dysocjow aniu  i rozfał- 
dow yw aniu  substra tów  białkowych przed ich trans- 
lokacją do  rdzenia proteolitycznego. O kreślane  są ze 
względu na  pełnioną funkcję ja k o  „unfoldases" lub 
„reverse chaperones" [60], Inne podjednostk i k o m 
pleksu „cap" odpow iedzialne za selektywność pro teo li
zy są zaangażow ane  w rozpoznaw aniu  substra tów  
białkowych niosących sygnały do degradacji. K o w a 
lencyjne przyłączenie ubikwityny (z u tworzeniem  łań 
cucha m ultiub ikw itynow ego) do białka substra tow ego 
jest zasadniczym  [9, 21, 70, 73], lecz nie wyłącznym
[74] (patrz  również przypis3), sygnałem do  proteolizy.

Podczas gdy obecność kom pleksów  26S stwier
dzono  dotychczas jedynie  w k o m ó rk ach  eukario tycz
nych, to 20S p ro teasom y —  A T P  niezależne proteazy 
w ykryto  poza  Eukaryota, również u Archaehacteria  np. 
Thermoplasma acidophilum  [68, 75] o raz  niektórych 
Euhacteria  (Actinomycetes) np. Rhodococcus erythro-  
polis [65, 75], W iadom o, że prokario tyczne  20S p ro te 
asom y m ogą  degradow ać  jedynie całkowicie rozfał- 
dow ane  białka [76], jed n ak  mechanizm  rozpoznaw a
nia i rozfałdow yw ania substra tów  nie jest dokładnie  
poznany. Należy dodać, iż najnowsze badan ia  nad 
udziałem p ro teasom ów  w schorzeniach uk ładu  ne r
wowego typu  choroby  Alzheimera [77, 78] wskazują, 
że białko am ylo idu  tworzy bezpośredni kom pleks

K om pleks  
regu la to row y 19S 26S Proteasom K oniuga t

ubikwitynowo-

20S Proteasom

14 8 A

-113A-

Ryc. 2. Schemat b u d o w y  p ro te a ś o m u  20S i 26S.
Thr  —  t reon ina  w c en t ru m  a k ty w n y m ,  U b q  —  ubikw ityna .  ( R e p r o d u k o w a n o  z: Plant M olecular Biology,  vol. 32. o 1996. p. 283, 
Proteolysis in plants: mechanisms and functions.  Vierstra R.D. [10],  fig. 4. za pozw olen iem  K hover Academic Publishers  o raz  R.D. Vierstry. 
Zm odyf ikow ano)
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z katalitycznym  wnętrzem pro teasom u, co sugeruje 
odm ienne, w s tosunku do prokario tycznych , w ym aga
nia eukario tycznych p ro teasom ów  dotyczące k on fo r
macji degradow anych  polipep tydów  [78].

M o lek u la rn a  a rch itek tu ra  20S p ro teasom u  m a c h a 
rak te r  konserw atyw ny, pom im o  wzrastającej w toku 
ewolucji złożoności w składzie podjednostek . W ięk
szość p rokario tycznych  20S p ro teasom ów  zb u dow ana  
jest z dwóch rodzajów  podjednostek: a i fi [68], chociaż 
u Rhodococcus  s tw ierdzono dw a typy podjednostek  
a ( a l5 a 2) i dw a typy podjednostek  fi (/i,, f i2) [75]. 
E ukario tyczne  20S p ro teasom y  zawierają  14 różnych, 
ale spokrew nionych  podjednostek , k tó re  m ogą być 
klasyfikowane na podstaw ie  podob ieńs tw a  sekwencji

ja k o  podjednostk i typu a lub fi [75], P ro teasom y 
kręgowców osiągnęły nawet wyższy stopień z łożono
ści: oprócz  pod jednostek  konsty tu tyw nych  istnieje 
k ilka indukcyjnych podjednostek  typu /3, k tóre  m ogą 
zastępow ać ich konsty tu tyw ne  odpow iednik i i w ten 
sposób  wpływać na specyficzność substra tow ą [65]. 
20S p ro teasom  tworzy cylindryczny kom pleks sk ład a 
jący się z 28 pod jednostek  u łożonych w cztery w spół
osiowe 7-członowe pierścienie (patrz Ryc. 2). D w a 
zewnętrzne pierścienie tw orzą  pod jednostk i a, a dw a 
w ewnętrzne —  pod jednostk i fi (a7/?7/?7a 7) [65, 68]. 
E ukario tyczny  p ro teasom  20S jest z łożonym  dim erem
0 symetrii C2, a lokalizacja podjednostek  typu 
a i (3 w obrębie odpow iednich  pierścieni nie jest 
p rzypadkow a, lecz określona  przez sąsiednie pod jed 
nostki [79],

K ata li tyczna  ak tyw ność  p ro teaso m u  ograniczona 
jest do  pod jednostek  f i  U form ow any  przez pierścienie 
pod jednostek  wewnętrzny kana ł  tworzy (połączone 
przewężeniami) trzy wydrążenia, z k tórych  środkow e 
chroni centra  aktywne. Budow a cen trum  aktyw nego 
20S p ro teaso m u  pozw ala zaliczyć go do  rodziny białek 
nowego rodzaju, określanych ja k o  N th  hydrolazy 
(N-terminal nueleophile hydrolases) [60, 65], których 
w spólną  cechą jest cen trum  ak tyw ne  tw orzone przez 
pojedynczą resztę: ta sam a N -k o ń co w a  reszta am ino- 
kw asow a dostarcza  ugrupow anie  nukleofilowe i pełni 
funkcję akcep to ra  pro tonów . W pro teasom ie  jest to 
reszta T h r l ,  a d o d a tk o w o  w ym agana  jest Lys33
1 G lu l7 .  Udział treoniny stał się również podstaw ą do 
wyodrębnien ia  piątej g rupy enzym ów  proteolitycz
nych —  proteinaz treoninow ych [80]. W przeciwieńst
wie do  podjednostek  a, większość p rokario tycznych  
i eukario tycznych  podjednostek  typu /7 jest syn te tyzo
w ana  w formie n ieaktyw nych prekursorów , które 
m uszą ulec ograniczonej proteolizie w procesie „doj
rzewania p ro te a so m u ”, uwalniając  resztę cen trum  a k 
tywnego [79, 81], U suw anie  p ro p ep tydów  (4-70 reszt) 
następuje  d rogą  autolizy dopiero  po zam knięciu  p o d 
jednostk i  typu fi w obrębie kom pleksu.

K om pleks p ro teasom ow y 26S jest zaangażow any  
w degradację  n iepraw id łow o zbudow anych  i zdenatu- 
row anych  białek, jak  też białek o k ró tk im  okresie 
pó łtrw an ia  is totnych w procesie proliferacji kom órk i

1 regulacji cyklu kom órkow ego  [82], P o n a d to  26S 
pro teasom y mają bezpośredni wpływ na regulację 
transkrypcji poprzez przekształcanie N F k B i d e g ra d a 
cję Ik B, jak  również poprzez proteolizę czynników  
transkrypcyjnych  takich jak  c-Fos i c-Jun. O s ta tn io  
w ykazano  ścisłe powiązanie  mechanizm u k o n tro lu ją 
cego progresję cyklu kom órkow ego  i m echan izm ów  
aktyw ujących p rog ram  śmierci kom órkow ej [83], 
Uzyskane wyniki wskazują, że 26S p ro teasom  zajmuje 
k luczową pozycję funkcjonując jak o  „prze łącznik”, 
decydujący o tym czy k o m ó rk a  przystąpi do  prolifera
cji czy też p o dda  się apoptozie.

VII. Proteolizą z udziałem kalpain

Kalpainy scharakteryzow ano jako  w ew ną trzkom ór
kowe neutra lne  proteinazy cysteinowe (EC 3.4.22.17), 
k tóre  do  aktywności proteolitycznej w ym agają  jonów  
C a 2+ C A N P  [6, 22, 84], Enzymy te są szeroko 
rozpow szechnione w świecie zwierząt. W przeciwieńst
wie do  większości p ro teaz  hydrolizują ty lko 1 lub
2 wiązania w białkach [85] i w drodze ograniczonej 
proteolizy zmieniają aktyw ność  lub funkcjonow anie  
białek substra tow ych [6]. K alpainy uczestniczą w ta 
kich procesach fizjologicznych, jak: przenoszenie syg
nałów, różnicowanie kom órek , regulacja cyklu k o m ó r 
kowego oraz w procesach patologicznych, np. w ch o 
robach  zwyrodnieniowych mięśni i nerwów, w rozwoju 
nadciśnienia, w procesie pow staw ania  k a ta ra k ty  [6, 
84], Kalpainy, podobn ie  jak  w spom niane  wcześniej 
kaspazy czy pro teasom y, są zaangażow ane  w przebieg 
apop tozy  [84],

Podział izolowanych z tkanek ssaków kalpain  na 
dw a powszechnie występujące typy: p- i m- (aktywne 
odpow iednio  przy //-molarnych i m -m olarnych  stęże
niach C a 2 + ), został zmieniony po odkryciu  nowego 
rodzaju  kalpainy — p94 (nCF-1), której obecność 
stw ierdzono jedynie w mięśniach szkieletowych. Kolej
ny tego typu enzym wyizolowano z żo łądka  [6], 
Z a p ro p o n o w a n y  w związku z tymi odkryciam i podział 
[86] kalpain  obejm ow ał dwie grupy: ka lpainy p o 
wszechnie występujące (konwencjonalne) i tkankow o-  
-specyficzne (nowe). D o pierwszej grupy należą //-kal
painy, m -kalpainy  oraz wykryte tylko w tkankach  
kurcząt / / /m -kalpainy [87], o pośredniej w s tosunku 
do //- i m -ka lpa in  wrażliwości na C a 2 + . Do tkankow o- 
-specyficznych kalpain  zaliczono n-kalpainę-1 (nCF-1) 
oraz izolowane z żołądka  n-kalpainę-2 i n-kalpainę-2’.

Zgodnie  z najnowszą propozycją  nazewnictwa [22] 
powszechnie występujące kalpainy {ubiquitous calpa- 
ins) oznacza się jak o  u -C A N P l  (poprzednio  //-CANP) 
i U-CANP2 (poprzednio  m -CA N P). W przypadku 
tkankowo-specyficznych enzymów, licząc się z o d 
kryciem nowych izoform, po akronim ie  t -C A N P  s to 
suje się kod literowy identyfikujący tkankę  lub organ, 
np. izoforma specyficzna dla mięśni szkieletowych 
pow inna  być oznaczana ja k o  t-C A N P sk  (dotychczas 
nCL-1, p 94), a w p rzypadku  mięśni gładkich ja k o
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t -C A N P s m  (dotychczas nCL-2).
Kalpainy powszechnie występujące (u-CANPs) są 

enzym am i heterodimerycznymi składającymi się z dużej 
(80 kD a) podjednostki katalitycznej, w obrębie której 
wyróżnia się 4 domeny (I-IV) oraz małej podjednostki 
regulatorowej (30 kDa) zawierającej dwie domeny (IV' 
i V). N-końcowe domeny podjednostki dużej i małej (I 
i V), ulegają autoproteolizie w obecności C a 2 + .

T kankow o-specyficzne  kalpainy uważa się za en 
zymy istniejące w form ach m o n o m eró w  lub oligo
m erów  pod jednostk i katalitycznej [84], K alpaina  
n C L 2 ’ ze względu na  brak  dom eny  IV określana  jest 
j a k o  a ty p o w a  [84],

W przeciwieństwie do  powszechnie akcep tow anego  
faktu, że in vitro rozcinanie substra tów  przez C A N P  
jest zawsze poprzedzone jej aktyw acją  u w aru n k o w an ą  
au to p ro teo l izą  dom en  I i V, m echanizm  aktywacji 
ka lpa in  in vivo nadal nie jest w pełni wyjaśniony. 
A utopro teo lityczne  rozcinanie pod jednostek  ka ta li ty 
cznych i regula torow ych w ym aga stężenia C a 2+ co 
najm niej o rząd wielkości większego of fizjologicznego 
stężenia C a 2+ panującego  w cytosolu. Tę sprzeczność 
p ró b u ją  wyjaśnić różne hipotezy. Jed n a  z nich zakłada, 
że k a lpa ina  w postaei d im eru 80/30 k D a  występuje 
w tk a n k a c h  ja k o  nieak tyw ny proenzym , k tóry  w o b e
cności C a 2+ ulega au to k a ta l i ty czn em u  przekształce
niu do  aktywnej postaci C A N P  76 18 k D a  (z p ro 
d u k te m  pośrednim  autolizy pod jednostk i  katali tycz
nej o masie 78 kD a) [22], C y toso low e czynniki a k 
tywujące (białka, fosfolipidy, D N A ) miałyby być o d 
powiedzialne za obniżenie stężenia C a 2+ niezbędnego 
do  autolizy. W edług innej hipotezy, aktyw acja  C A N P  
jest niezależna od jej autolizy, w ym aga  asocjacji z b ło 
ną k o m ó rk o w ą  i kończy się dysocjacją podjednostki 
regulatorowej od katalitycznej [22, 84]. Y o s h i z a - 
w a i w s p. [88, 89] wykazali, że ka lpainy  dysocjują 
na pod jednostk i w obecności jonów' C a 2+ w stężeniu 
w ym aganym  do wyrażenia ak tyw ności [88], oraz 
że oddysoc jow ana  p o d jed n o s tk a  80 k D a  posiada 
pełną aktyw ność  enzym atyczną [89]. In vivo autoliza 
może nie być obligatoryjna, a asocjacja z błonami 
biologicznymi m ogłaby  wystarczać do  uwolnienia  cen
trum  aktyw nego i uczynienia go dos tępnym  dla su b 
stra tów  przy fizjologicznym stężeniu C a 2 + . N ieo d 
w racalny proces autolizy m oże mieć miejsce in vivo 
ty lko w w arunkach  ekstrem alnych  takich  ja k  nekroza 
kom ó rk i  lub apop toza , podczas gdy aktyw acja  w n o 
rm alnych w aru n k ach  k o m ó rk o w y ch  może po p rostu  
odzwierciedlać odw raca lną  asocjację prote inazy  z b ło 
ną (i/lub cytoszkieletem), gdzie subs tra ty  m ogą być 
rozcinane w odpowiedzi na ogran iczone  zm iany cy- 
tosolowego stężenia C a 2 1 . Z a tem  możliwe jest fun
kcjonow anie  kalpain  in vivo ja k o  m o n o m eró w  p o d 
jednostek  80 kD a, jak  również w au to lizow anej formie 
76 kDa.

D od a tk o w y m  m echanizm em  kon tro li  proteolitycz
nej aktywności C A N P  m ógłby być poziom  fosforyla
cji defosforylacji jej endogennego  inh ib ito ra  (kalpas-

tatyny) [22]. K a lp as ta tyna  blokuje zak tyw ow aną  nie
odw racalnie  formę 78 kD a. k tó ra  opuszcza błonę po 
autolizie i k tó ra  jeśli jest p rzekształcona w ak tyw ną 
formę 76 k D a  m ogłaby  być niebezpieczna dla k o m ó 
rki. N iedaw no  z a p ro p o n o w a n o  model aktywacji 
m -ka lpa iny  na  drodze kaskady  kalpainowej [90],

VIII. Proteoliza w retikulum endoplazm aty- 
cznym

W endoplazm atycznym  retikulum  (ER) m a miejsce 
przekształcanie  prebiałek lub preprobiałek: wszystkie 
b iałka sekrecyjne, lizosomalne, większość integralnych 
białek błonowych jest syn te tyzow ana w postaci p rek u 
rsorów zawierających N -końcow ą  sekwencję sygnało
wą (presekwencję), której odszczepienie odbyw a się 
zwykle ko translacyjnie  przy udziale endopeptydazy , 
należącej do  nowego typu pro te inaz  serynowych (nie 
wymagającej His) [2], k tó ra  jest umiejscowiona na 
wewmętrznej cysternowej powierzchni błony retikulum  
endoplazm atycznego. O dszczepiony prepeptyd  ulega 
natychm iastow ej proteolizie do  wolnych am in o k w a
sów [1],

K o n tro la  jakośc iow a now o syntetyzowanych białek 
zapewnia, że tylko praw id łow o sfałdowane, odpow ied 
nio u fo rm ow ane białka opuszczają  retikulum endo- 
p lazm atyczne i są dalej t ran sp o r to w an e  poprzez szlak 
sekrecyjny. Większość białek nie osiągających stanu 
odpow iedniego  do tego tran sp o r tu  ulega degradacji 
[91] na szlaku określanym  ja k o  ER A D  (ER-associated  
protein degradation pathway)  [27], k tóry  jest wysoce 
selektywny w stosunku  do niecałkowicie u fo rm ow a
nych lub nieprawidłowych białek. W ykazano, że kal- 
neksyna (calnexin) białko opiekuńcze retikulum 
endop lazm atycznego  odgryw a is to tną  rolę w procesie 
degradacji białek związanym  z ER. co w skazywałoby 
iż. właśnie białka tej klasy determ inują  selektywność 
su b s tra tow ą  [92], C hociaż poprzednie  badan ia  suge
rowały. że w om aw ianym  procesie degradacji ucze
stniczą niezidentyfikowane proteazy zlokalizowane 
w retiku lum  endop lazm atycznym , to najnowsze dane 
wskazują na udział p ro teasom ów  [27, 92, 93], Stwier
dzono, że degradacja  n ieprawidłowych białek re t iku
lum endop lazm atycznego  zachodzi w cytoplazmie 
[27], U d o w o d n io n o  również udział proteasomów' 
w' degradacji in tegralnego białka błon —  transb łono- 
wego regula tora  m ukow iscydozy C F T R  (cysticJibrosis 
transmembrane conductance regulator) [92], Loka liza
cja kom pleksów  p ro teasom ow ych  zaangażow anych 
w' degradację  białek zw iązaną z re tikulum  en d op laz 
m atycznym  m ogłaby nie ograniczać się do cytosolu, 
ponieważ u d o k u m en to w an o  możliwość w ykryw ania  
p ro teasom ów  w s tru k tu rach  pre-Golgi [94].

IX. Proteoliza w aparacie G olgiego

Istotny e tap  w procesie dojrzew ania  białek stanowi 
przekształcanie p reku rso rów  białek sekrecyjnych i li-
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zosom alnych (probiałek) w osta teczną postać. Jest ono 
związane z odcinaniem  do d a tk o w eg o  pep tydu  tzw. 
sekwencji p ropeptydow ej w miejscu w yznaczonym 
przez parę  am inokw asów  zasadow ych, zwykle Lys- 
-Arg lub Arg-Arg, rzadziej Arg-Lys, Lys-Lys [3, 10]. 
U  wyższych Eukaryota  w proteolitycznym  przekształ
caniu p reku rso rów  białek b iorą  udział zależne od 
jo n ó w  C a 2+ serynowe pro teazy  typu  subtylizyny, 
s tanow iące now ą rodzinę k om órkow ych  proteinaz 
określanych ja k o  „convertases" lub „maturases"  [4]. 
W ykry to  5 tego typu  pro teaz  spokrew nionych  z b a k 
teryjną p ro teazą  KEX2: PC2, P C 3 /P C 1 , PC4, furynę, 
P A C E 4  [3, 10], Są one in tegralnym i b iałkam i błony 
w aparacie  Golgiego [95] i odpo w iad a ją  za przekształ
canie p rekursorów  prawie wszystkich neu ropep tydów  
i h o rm o n ó w  peptydow ych, wielu czynników  wzrostu 
i ich receptorów, a także toksyn  kom ó rk o w y ch  [3].

X. U w agi końcowe

D ane  dotyczące bakteryjnych, roślinnych i zwierzę
cych systemów proteolitycznych wskazują, że o rgan i
zacja tych systemów i sposoby ro zp oznaw an ia  białek 
docelowych często m ają  c h a rak te r  zachowawczy. P o 
zwala to na tworzenie pewnej „bazy d a n y c h ” z infor
macji uzyskiwanych przy bad an iu  organ izm ów  należą
cych do różnych królestw. Możliwość w ykorzystyw a
nia zebranych informacji m a znaczenie zarów no  dla 
ba d a ń  podstaw ow ych, jak  również przy op raco w y w a
niu strategii te rapeutycznych w sto sunku  do  schorzeń, 
w rozw oju k tó rych  is to tną  rolę odgryw a proteoliza.

Praca wykonana w ramach działalności statutowej Zakładu 
Biochemii UMCS, przy wsparciu Komitetu Badań N auko
wych, KBN BS/BiNoZ/4.
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komórkowa, u Pa — aktywator plazminogenu typu urokina
zowego, urokinaza; pro-uPa proenzym u Pa. prourokina- 
za; uPAR receptor uPA; P Al -1 i PAI-2 — inhibitory 
aktywatorów plazminogenu typu 1 i 2; E G F  — naskórkowy 
czynnik wzrostu; H G F  -  czynnik wzrostu hepatocytów; 
HM W uPA dwułańcuchowa forma u PA o dużej masie 
cząsteczkowej; LM W  u PA -  dwułańcuchowa forma u PA 
o malej masie cząsteczkowej; uPAR — receptor aktywatora 
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transformujący czynnik wzrostowy, PLAUR gen 
receptora aktywatora plazminogenu typu urokinazowego; 
UTS obszar nie podlegający translacji.

I. W prowadzenie

Progresja  now otw orów , obe jm ująca  inwazję i meta- 
stazę, jest złożonym, w ieloetapowym  procesem, zawie
rającym odłączenie k om órek  now otw orow ych  od pier
w otnego  miejsca, ich migrację przez naczynia k rw io 
nośne lub węzły chłonne, adhezję do e lem entów macie-

1 Dr hab., 2 mgr, 3 studentka V roku genetyki w Katedrze
Genetyki Molekularnej Uniwersytetu Łódzkiego, ul. Bana
cha 12/16, 90-237 Łódź
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rzy kom órkow ej i zew nątrzkom órkow ej (ECM ) o r 
ganów  docelowych, degradację  proteolityczną białek 
macierzowych i proliferację k o m ó rk o w ą  (przegląd 
w [1]). Z ECM  może oddziaływ ać szereg enzym ów 
— zarów no  tych, k tóre  są in tegralną częścią macierzy, 

jak  i związanych z zewnętrzną s troną  błony plaz- 
matycznej kom órek. Funkcje  proteolityczne tych en 
zymów są regulowane przez odpow iednie  inhibitory, 
które  razem z enzym am i kształtują biochemiczną 
charak terys tykę  EC M . W procesie progresji n o w o 
tw orów  oddziaływanie pom iędzy k o m ó rk am i n o w o 
tw orow ym i i ECM  jest niezbędne. Przy tworzeniu 
odległych przerzutów  konieczne jest naruszenie p o łą 
czeń m iędzykom órkow ych  w! guzie pierwotnym, 
a uwolnione kom órk i  m uszą mieć zdolność do p o k o 
nywania barier w postaci E C M . wyściółki guza i ścian 
naczyń. Aby oddziaływ ania  te były możliwe, konieczne 
są zm iany w EC M , k tó re  zachodzą przy udziale 
enzym ów proteolitycznych uw alnianych przez k o m ó r
ki rakow e [2, 3],

Progresja  guza p ierw otnego obejmuje trzy główne 
etapy: przyłączenie i oddziaływanie  kom órek  ra k o 
wych z elem entam i błony podstaw nej i E C M , lokalną 
proteolizę i migrację kom órek  now otw orow ych  [4],
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Proteoliza  może zachodzić  przy udziale p ro teaz  czte
rech klas: (1) m e ta lo p ro teaz  macierzowych: kolagenaz, 
żelatynaz i s tromielizyn [5-8]; (2) p ro teaz  cysterno
wych: ka tepsyn  B i L [9-13]; (3) proteazy aspartylowej 
katepsyny  D [14-16] oraz proteaz serynowych, w tym 
sk ładn ików  u rok inazow ego  układu aktywacji plaz- 
m inogenu  [17-21], Potencjalnie duża rola układu 
aktywacji p lazm inogenu w procesach inwazji n o w o 
tw orów  jest p rzedm iotem  zainteresow ań od k ilku
dziesięciu lat (przegląd w [17]).

II. U rokinazow y szlak aktywacji plazm i
nogenu

G łów nym i sk ładnikam i urokinazow ego uk ładu  a k 
tywacji p lazm inogenu są: ak tyw ato r  p lazm inogenu 
typu u rok inazow ego  (uPA), jego receptor (uPAR) 
i inh ib ito ry  (PA 1-1 i PAI-2) (Ryc. 1).

A k tyw ato r  p lazm inogenu typu urokinazow ego  jest 
pro teazą  serynow ą uw aln ianą  z kom órek  w postaci 
n ieak tyw nego proenzym u (pro-uPA) ja k o  pojedynczy 
łańcuch po lipep tydow y [22], Receptor p ro -uP A  ulega 
transform acji proteolitycznej do  dwułańcuchowej, a k 
tywnej formy uPA, k tó ra  przekształca n ieaktywny 
zym ogen p lazm inogen  do aktywnej plazminy. Plaz- 
m ina  może ak tyw ow ać  pro -uPA , jednakże  m echanizm 
pierwotnej aktywacji p ro -uP A  w w aru n k ach  fizjo
logicznych nie został jeszcze dokładnie  wyjaśniony. 
Z a ró w n o  p ro -u P A  jak  i u PA m ogą się łączyć ze 
specyficznym k o m ó rk o w y m  receptorem  pow ierzch
niowym, uPA R  [23-25], co przy w iązaniu p lazm inoge
nu ze swym receptorem, znacznie zwiększa tem po 
pow staw ania  plazm iny [25, 26]. A ktyw ność u PA jest 
regulow ana przez inhibitory  ak ty w a to ró w  p lazm ino
genu typu 1 (P A I-1) i typu 2 (PAI-2) o raz neksynę [27], 
K om pleksy uPA - inh ib ito r  są in ternalizowane przez 
kom órk i  w procesie zależnym m.in. od uPA R [28, 29].

Wyniki badań  im m unohistochem icznych  fragm en
tów tkanki z guzów złośliwych w skazują  na obecność 
sk ładników  uk ładu  aktywacji p lazm inogenu na p o 
wierzchni kom órek  biorących bezpośredni udział w in
wazji guza oraz  kom ó rk ach  wyściółki guza [30]. 
Sugeruje to istnienie złożonych oddzia ływ ań pomiędzy 
ko m órkam i guza i wyściółki w procesie inwazji nowo-

f
plazminogen -----► plazmina

i
pro-uPA ► uPA  ► uPA-uPAR ■+—  uPARv /

P Al-1/2

Ryc. 1. U p ro szcz o n y  schem at  u ro k in a z o w e g o  u k ładu  aktywacji  
p lazm inogenu .  uP A  — a k ty w a to r  p lazm in o g en u  typu  u r o 
kinazowego; p ro -u P A  —  pro en zy m  uPA; u P A R  — recep to r  
uPA; PA I-1 /2  —  inh ib i to r  a k ty w a to ró w  p lazm inogenu  
typu  1 lub 2. Linie ciągłe sym bolizu ją  aktywację,  linie 
p rzeryw ane  — ham ow anie .

tworów. P odobne  oddziaływanie ma miejsce przy prze
mieszczaniu się kom órek prawidłowych, jednakże k o 
mórki now otw orow e charakteryzują  się wyższym p o 
ziomem ekspresji receptorów aktyw atorów  plazm ino
genu, co pociąga za sobą większą ilość aktywnych 
enzymów proteolitycznych na powierzchni komórek 
rakowych [31], Poza tym należy odróżnić przemiesz
czanie się kom órek  prawidłowych od inwazji komórek 
rakowych, k tó ra  ma charak ter  czynnej penetracji ECM .

III. Aktyw ator plazminogenu typu urokina
zow ego

III-I. Białko i gen

A kty w ato r  p lazm inogenu  typu urokinazow ego, 
u PA (urokinaza), jest p ro teazą  serynową o masie 
cząsteczkowej 55 kD a, zawierającą 411 reszt am ino- 
kwasowych. F ragm ent C -końcow y cząsteczki uPA 
zaw iera  cen trum  aktywne, na tom ias t  fragment N -koń-  
cowy —  dom enę  kringle i dom enę  m ającą s truk tu rę  
n ab ło n k o w eg o  czynnika wzrostu (EGF). U rok inaza  
przekszta łca  n ieaktywny zym ogen plazm inogen w pla- 
zminę, k tó ra  bierze udział w degradacji białek E C M  
[17 ,32] ,  A ktyw ator  u PA jest uwalniany przez kom órk i 
p raw idłow e i now otw orow e ja k o  jedno łańcuchow y 
zym ogen  (pro-uPA , prourokinaza), nie wykazujący 
ak tyw ności proteolitycznej. Trawienie szkieletu białka 
p ro -u P A , mogące być kata lizow ane m.in. przez plaz- 
minę, prow adzi do pow stan ia  aktywnej d w u łańcucho
wej formy u PA o dużej masie cząsteczkowej, H M  W 
u PA, k tó ra  na skutek dalszego trawienia  może ulec 
przekształceniu  w dw ułańcuchow ą formę uPA o małej 
masie cząsteczkowej, L M W  uPA, i fragment am ino- 
końcow y  zawierający dom enę  kringle i dom enę E G F  
[4], Z a ró w n o  p ro -uPA , jak  i uPA  mogą być wiązane 
z tak im  sam ym  pow inow actw em  do pow ierzchniow e
go recep to ra  ak ty w a to ra  p lazm inogenu typu u ro k in a 
zow ego (u PAR).

G en  u PA człowieka znajduje się w dłuższym ram ie
niu ch ro m o so m u  10 i zawiera 6,4 kpz [33]. W genie 
tym znajduje  się jedenaście eksonów  o długości 87, 87, 
27, 107, 174. 9E 219, 148, 140, 148 i 1105 pz prze
dzielonych in tronam i o długości 305, 416, 145, 602, 
192, 1 56, 220, 664, 345 i 988 pz. W obszarze p rom oto ro -  
wym genu występują pow tórzenia  A lu , sekwencje 
w zm acnia jące  i wyciszające [34], P onad to ,  obszar  
p ro m o to ro w y  zawiera sześcionukleotydową sekwen
cję G G C G G G ,  pow tarza jącą  się t rzykro tn ie  pomiędzy 
kase tam i CA AT i TATA, m ogącą  mieć znaczenie dla 
ak tyw nośc i p ro m o to ra  [35], Z nane  są dw a rodzaje 
polim orfizm u genu u PA: zam iana  C na  T w eksonie 
8 i rzadziej występujący, pow odujący  zastąpienie leu- 
cyny przez prolinę w dom enie  kringle [36].

III-2. uPA a nowotwory

K om órk i ,  w których  zachodzi ekspresja uPA  mogą
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być identyfikowane przez hybrydyzację  in situ lub 
m etodam i histochemicznymi. B adan ia  rozkładu  cząs
teczek uPA  w guzach now otw orow ych , pozwoliły na 
stwierdzenie jego dużej n ie jednorodności —  najw ięk
sza gęstość cząsteczek zn a jd o w an a  była zazwyczaj 
w obszarach  peryferyjnych guzów, obejm ujących miej
sca k o n ta k tu  z tk a n k ą  praw id łow ą [37], W skazuje  to, 
że uPA, obecny przede wszystkim na  „inwazyjnych 
kraw ędziach” guza, bierze czynny udział w progresji 
now otw orów . Ilość uPA  w ytw arzanego  przez kom órk i  
rakow e jest d o d a tn io  sko re low ana  z ich inwazyjnością 
—  co zostało potw ierdzone w szeregu badań  prze
p row adzonych  zarów no  na tkance  rakowej, ja k  i li
niach kom ó rek  now otw orow ych  o różnym  stopniu  
złośliwości [38]. Możliwe jest zatem  ustanowienie 
korelacji pom iędzy poz iom em  u PA i z różnicowaniem  
guza, będącym  podstaw ow ym  p a ram e trem  decydu ją
cym o jego złośliwości, a tym  sam ym  inwazyjności. 
O b o k  zróżnicow ania  pod  uwagę m ogą  być także brane  
zaaw ansow anie  kliniczne n o w o tw o ru  oraz  w ystępo
wanie lub brak  przerzutów. Po tw ierdza ją  to wyniki 
badań , w których stw ierdzony wyższy poziom  uPA  
w rakach  żo łądka  dających przerzuty, niż w rakach  bez 
p rzerzu tów  [39]. Podobnie ,  w glejaku guzy o wysokim 
(3 lub 4) s topniu  zaaw an so w an ia  wykazywały od 
czterech do pięciu razy większą zaw artość  u rokinazy  
od guzów o mniejszym zaaw ansow an iu  (2 stopień) 
[40]. P o n a d to  s tw ierdzono znacząco  wyższy poziom 
aktywności uPA  w ogniskach w tórnych  now otw orów  
w porów nan iu  z n o rm a ln ą  tk a n k ą  i guzami p ierw o
tnymi [41, 42].

Związek poziom u u PA z obrazem  klinicznym n o w o 
tworu pozwala na rozważanie  możliwości zas to sow a
nia go jak o  m arkera  transform acji  nowotworowej. 
Z aobserw ow ano , że wysoki poziom  uPA  korelował 
z krótszym  czasem całkow itego przeżycia pacjentów 
z rakiem  su tka  [43], S twierdzono, że 93%  chorych na 
raka  su tka  z niskim poziom em  PAI-1 przeżywało 
3 la ta  po radykalnym  zabiegu bez ob jaw ów  choroby, 
na tom ias t  wśród chorych z wysokim  poziom em  uPA  
odsetek ten wynosił tylko 55%  [44], U rok inaza  może 
być użytecznym m arkerem  raka  sutka, szczególnie 
w p rzypadku  pacjentów z doda tn im i receptoram i 
estrogenowymi, za rów no  bez przerzu tów  jak  i z prze
rzutam i do węzłów ch łonnych [45]. Poza  rakiem su tka  
poziom  u PA może być m arkerem  wielu now otw orów  
złośliwych, m.in. raku  płuc [46, 47], pęcherza m o czo 
wego [48], jelita grubego [49], szyjki macicy [50], 
ja jn ików  [51], nerek [52], m ózgu [53], p ros ta ty  [54] 
i innych [55].

D egradacja  E C M  przy udziale uPA  może n as tęp o 
wać w wyniku trawienia sk ładn ików  ECM : lamininy 
i ko lagenu  typu IV przez plazm inę pow sta łą  na skutek 
aktywacji p lazm inogenu przez uPA  [56], uPA może 
także aktyw ow ać czynnik wzrostu hepatocytów  
(H G F ) [57], k tóry  jest hom ologiczny  sekwencyjnie 
z uP A  i występuje w formie jedno łańcuchow ej mito- 
genicznie nieaktywnej lub w aktywnej formie dw ułań-

cuchowej. F o rm a  jedno łańcuchow a jest t raw iona  
przez uPA, co pow oduje  aktywację H G F ,  k tó ry  w ó w 
czas staje się silnym mitogenem i może s tym ulow ać  
angiogenezę. W ykazano , że wysoki poz iom  u P A  jest 
d oda tn io  skorelow any z indukcją angiogenezy i inw a
zją naczyniową [58], wobec czego u PA m oże brać 
udział w progresji now otw orów  przez m echan izm  
z udziałem H G F .

IV. Inhibitor aktywatorów plazminogenu typu 1

IV-1. Białko i gen

Inhibitor aktyw atorów  plazminogenu typu 1, PAI-1, 
jest g łikopro te iną  o masie 50 kD a, na leżącą do  nad- 
rodziny inhibitorów  pro teaz  serynowych, Serpin [59], 
Jedno łańcuchow a cząsteczka PAI-1 zaw iera 379 reszt 
am inokw asow ych i jest inhibitorem  a k ty w a to ró w  p la 
zminogenu: tkankow ego  (tPA) i u rok inazow ego . 
cD N A  PAI-1 koduje  prebia łko o długości 402 a m in o 
kwasów, zawierające 23 am inokw asow y hydro fobow y  
fragment sygnalny, po strawieniu k tó rego  przy 
N -końcow ej reszcie serynowej pozostaje  379 am ino- 
kwasowe białko stanowiące cząsteczkę PAI-1 [82]. 
PAI-1 jest syntetyzowany głównie przez ko m ó rk i  
ś ródbłonka, megakariocyty, kom órk i naczyniow e m ię
śni gładkich i kom órk i w ątroby  [60].

G en  P A I-1 , znajdujący się w 7q21.3-q22, m a 12,3 
kpz, tworzących 9 eksonów  rozdzielonych 8 in tronam i 
[60]. Długość eksonów  zawiera się w przedziale 84- 
-1823 pz, długość in tronów  wynosi od 119 pz do  1764 
pz. W genie PAI-1  z identyfikowano 12 sekwencji, 
k tóre charak teryzują  się wysokim stopniem  hom ologii 
z powtórzeniam i Alu  oraz pow tarzające  się długie 
odcinki polipurynowe. O bszar  flankujący od s trony  5’ 
genu PAI-1  zawiera elementy regulacyjne typu cis: 
odcinki C C A A T  i TATAA oraz sekwencje h o m o 
logiczne z elementami wzmacniającymi transkrypcję  
u eukarion tów . O bszary  genu nie podlegające t r a n s 
lacji (UTS) od strony 5’ i 3" liczą o dpow iedn io  145 
i 1800 pz, a 3 '-UTS zawiera kilka miejsc poliadenylacji. 
G en PAI-1  należy do  genów polimorficznych —  z n a 
nych jest jego 8 polimorfizmów (Tab. 1) [61]. P rz y p u 
szcza się, że polimorfizm 4 G /5 G  w regionie p ro m o to ra  
genu PAI-1 może mieć funkcjonalne znaczenie w regu 
lacji jego ekspresji [61].

PAI-1 może odgrywać isto tną rolę za ró w n o  w regu 
lacji procesów fizjologicznych jak i patologicznych.

IV-2. Rola w progresji nowotworów

Inhibitor PAI-1 reguluje aktyw ność  uPA, jednego  
z kluczowych enzymów proteolitycznych biorących 
udział w metastazie. Regulacja następuje  poprzez 
tworzenie kom pleksu kowalencyjnego enzym-inhibi- 
tor, przy czym h am ow an iu  podlega za ró w n o  wolny 
uPA jak  i związany ze swoim receptorem , uPA R  [62], 
Rola PAI-1 w biologii now otw orów  nie jest jeszcze
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T ab ela  1.
Po l im o rf izm y  genu PAI-1.

M iejsce Rodzaj podstawienia Sekwencja alleli

- 8 4 4

OT<

-  855 -  C A G C T C G  A Ą G A  A G T  -  
- 8 5 5  - C A G C T C G A G G A A G T -

- 6 7 5 4 G  -  5G -  680 -  C G T G G G G A G T C A G C C
-  680 -  C G T G G G G G  A G T C A G C

- 2 0 0 (CA )n sekwencje p o w ta rza jące  sie w regionie p r o m o to r a
+  6320 (CA)n sekwencje p o w ta rza jące  się w in tron ie  IV
+  9785

OT<

+  9782 C C A C C T G G G C G A C A G  
+  9782 C C G C C T G G G C G A C A G

+  11320 insercja/delec ja  sekwencji +  11320 C G C G C C C C C G C G C
9-nukleo tydow ej +  11320 G C G C

w k o ń co w y m R F L P  Hind  III istnienie lub  b rak  d o d a tk o w e g o  miejsca
obszarze  3’ res trykcy jnego  d la  H in d lU  w' obszarze  koń co w y m  3"

+  11053 G  - > T +  11044 G G A A G A A A G G T C A G A  
+  11044 G G A A G A A A T G T C A G A

Komórka nowotworowa

proteolizą
(błona podstawna, macierz zewnątrzkomórkowa)

Ryc. 2. S chem at  wzajem nych oddzia ływ ań  pomiędzy ak tyw ato rem  
p lazm inogenu  typu  urok inazow ego ,  u PA, jego receptorem, 
u P A R  i inhib itorem  PAI-1 w procesie migracji  kom órek  
n o w otw orow ych .  A ktywacja  jest oznaczona  strzałkami, n a 
tom ias t  h a m o w an ie  — figurą w kształcie obróconej  litery T.

dok ładn ie  określona. Rezultaty  n iektórych badań  su
gerują, że PAI-1 och ran ia  kom órk i now otw orow e 
przed degradac ją  proteolityczną, k tó ra  obejmuje w te
dy przylegające k om órk i prawidłowe umożliwiając 
inwazję no w o tw o ró w  [62], PAI-1 może wiązać się ze 
znajdującym  się na powierzchni kom órek  kom pleksem  
u P A R /u P A , tw orząc  w ten sposób  nieaktywny en 
zymatycznie tró jsk ładniow y kom pleks receptor-prote- 
aza- inh ib ito r  (Ryc. 2), k tóry  jest in ternalizow any przez 
kom órk i  n o w otw orow e  [4], T em po  uw alniania  PAI-1 
zwiększają cytokiny pochodzące  z kom órek  n o w o 
tw orow ych i naciekających guzy m akrofagów. W zrost 
aktywności PAI-1 obse rw ow ano  w różnych n o w o 
tworach: raku  sutka, szyjki macicy, ja jn ików, żołądka, 
okrężnicy, płuc, mózgu, nerek [4], Korelacja  poziom u 
PAI-1 z przebiegiem klinicznym raka  jest podstaw ą 
s tosow ania  stężenia PAI-1 ja k o  m arkera  w wielu 
cho robach  now otw orow ych . Pacjenci chorzy na n o 
w otw ory  są zaliczani do  grupy  wysokiego, bądź nis
kiego ryzyka zależnie od poz iom u PAI-1 we wczesnym 
stad ium  now o tw o ru  [4],

D o  podwyższonej ekspresji genu P A I-1 , obserw o
wanej w wielu ch o ro b ach  now otw orow ych, może 
przyczyniać się polimorfizm 4G /5 G , ze względu na

swoje położenie w pozycji —  675 obszaru  p ro m o to ro 
wego, k tórego  sekwencja może określać cha rak te r  
oddzia ływ ania  z 5 obszaru  p rom otorow ego , k tórego  
sekwencja m oże określać  ch arak te r  oddzia ływ ania  
z czynnikam i transkrypcyjnym i, wpływającego na eks
presję genu. Rezultaty bad ań  wstępnych wskazują, że 
również w arian ty  konsty tu tyw ne  genu PAI-1  m ogą  
mieć znaczenie d la ryzyka wystąpienia  choroby  n o w o 
tworowej [63].

T ru d n o  jest podać  przyczynę zwiększonego poz io 
m u PAI-1 w no w o tw o rach  złośliwych, tym bardziej, że 
w niek tórych  badan iach  obserw ow ano  ham ow anie  
inwazji n o w o tw orów  przez PAI-1 [64], Ten zmienny 
efekt PAI-1 może być związany z wpływem nadmiernej 
aktywacji p lazm inogenu  na inwazję now otw orów . 
O becny  w nadm iarze  w s tosunku do swego receptora  
u PA nie tylko nie stym ulow ał lecz ham ow ał inwazję; 
pod o b n y  efekt obse rw ow ano  w układach  m o d e lo 
wych, gdy na skutek różnic ga tunkow ych  nie n a 
stępow ało  wiązanie uPA  z uPA R  [65]. Zatem  w y
tw arzanie  dużej ilości plazminy może pow odow ać  
degradację  E C M  do stopnia , k tóry  zagraża  adhezji 
kom órek  potrzebnej przy ich przemieszczaniu. P o d o b 
nie, pom im o, że duże ilości PAI-1 m ogą chronić  E C M  
przed inwazją przez proteolityczne działanie plazminy, 
niewielkie ilości PAI-1 m ogą osłaniać białka E C M  
niezbędne dla przemieszczania się kom órek . Z a p ro p o 
now ano  także, że PAI-1 może m odu low ać  wiązanie 
uPA R  z E C M , w skutek czego k o m ó rk a  rakow a p rze
mieszcza się w sposób  oscylacyjny, będąc na przem ian 
w iązana i od łączana  od ECM .

V. Receptor aktywatora plazminogenu typu 
urokinazowego

V -l. Białko i gen

Receptor uP A R  został z identyfikowany po raz 
pierwszy w m o n ocy tach  ja k o  amfifilny, pojedynczy 
łańcuch polipeptydow y wiążący z dużym  pow inow ac
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twem (5 x 10 10 M) N -końcow y  fragm ent uPA  [23, 
29, 66],

W  wiązaniu uPA  z uPA R  bierze udział do m en a  
E G F  uP A  [27]. uPA R  jest g likopro te iną  k o d ow aną  
ja k o  polipeptyd składający się z 355 am inokw asów , 
k tóry  jest przekształcany do łańcucha  zawierającego 
283 am inokw asów  [67]. uP A R  sk łada  się z trzech 
dom en  o takiej samej strukturze , należących do  nad- 
rodziny białek Fy-6 /uPA R , charak teryzujących  się 
w ystępow aniem  m ostków  disiarczkowych pomiędzy 
rów noodległym i resztami cysteinowymi. Jak  do tej 
pory  udało  się określić tró jw ym iarow ą s truk tu rę  tylko 
jednego  członka rodziny Fy-6 /uPA R , b iałka C D 59 
[68], potwierdzając  szereg przypuszczeń o p o d o b ień s t
wie s t ruk tu ra lnym  tego białka, ja k  również innych 
białek rodziny Ly-6 /uPA R , do  rodziny a -n eu ro to k sy n  
z ja d u  żmij [69, 70]. P o d ob ieńs tw a  te pozwoliły na 
określenie hydrofobow ych miejsc w iązania  w u PAR 
[69, 70],

P ierw otnie  zak ładano , że fragm ent N -końcow y 
u P A R  zawiera wszystkie elementy po trzebne  do w ią
zan ia  uP A  [71], jednakże  zasadnicze znaczenie dla 
tego procesu m a tró jd o m en o w a  s t ru k tu ra  receptora, 
co zostało  w ykazane przez identyfikację T y r 57 ja k o  
części miejsca w iązania uP A  [70]. W b adan iach  z za
s tosow aniem  rozpuszczonego uP A R  stw ierdzono  je d 
nakże, że uwolnienie dom eny  1 u PA R zmniejsza jej 
zdolność do  w iązania uP A  oko ło  1500 razy, co w ska
zuje na  możliwość uczestniczenia w wiązaniu  także 
pozostałych dom en  [69],

G en  u P A R , często nazyw any P F A U R , znajduje się 
w obszarze ch rom o so m o w y m  19q 13.1-13.2 [72] i za
wiera siedem eksonów  i sześć in tronów  [73], Eksony
0 długości 101, 111, 144, 162, 135, 147 i 563 pz są 
rozdzielone in tronam i o długości 2,04, 2,62, 8,42,0,906, 
3,10 i 2,78 kpz. Eksony 1-7 kodu ją  po lipep tydy  zawie
rające odpow iedn io  19, 37, 48, 54, 45, 49 i 83 am in o 
kwasów. W genie P F A U R  z lokalizow ano wyspy C p G
1 sekwencje związane z czynnikam i transkrypcyjnym i 
AP-1, AP-2 i c-Jun, lecz brak  jest informacji do tyczą 
cych sekwencji będących potencjalnym i miejscami 
kaset TA TA  i C A A T [73], Z nane  polimorfizmy genu 
P F A U R  to pow tórzen ia  C A /G T  w in tron ie  3 [74] oraz 
polimorfizmy długości fragm entów  restrykcyjnych 
Pstl  [72] i E coR \  [75],

V-2. Znaczenie w progresji nowotworów

Jak  podkreś lano  poprzednio , degradac ja  E M C  k o 
nieczna dla progresji now otw orów , jest rezultatem 
oddzia ływ ania  pom iędzy k o m ó rk am i rakow ym i i k o 
m órk am i błony podstawnej. Jeżeli w oddzia ływ aniu  
tym bierze udział uPA, to jego działanie proteolityczne 
zależy od tego czy jest on związany ze swoim recep
torem, czy występuje w formie niezwiązanej. W ynika 
stąd, że progresja  no w o tw orów  m oże zależeć od lokali
zacji uPA R . Potw ierdzają  to  wyniki b ad ań ,  w k tórych 
na 60 p rzypadków  inwazyjnego rak a  su tka  typu

przew odow ego w 49 stwierdzono umiejscowienie 
u PAR w k o m ó rk ach  rakowych lub w ich bezpośred
nim sąsiedztwie [76]. W innych badan iach  z zastoso
waniem przeciwciał poliklonalnych dla uPA R. stwier
dzono  im m unoreak tyw ność  uPAR w 49 na  59 b a d a 
nych p rzypadków  inwazyjnego raka su tka  [77], D o d a 
tkow o stw ierdzono ekspresję uPA R w m akrofagach 
infiltrujących guzy w 21 przypadkach. P odobny  rezul
tat uzyskano w b adan iach  nad gruczolakorakain i jelita 
grubego [78],

Potencjalny udział u PAR w progresji now otw orów  
skłania do rozważenia  możliwości jego zastosow ania  
ja k o  m arkera. W raku  jelita grubego, poziom uPA R  
m oże być uw ażany za niezależny m arker  p rognostycz
ny [79], Również w raku  su tka  wysoki poziom uPA R  
jest związany z krótszym i okresami remisji i krótszym 
okresem przeżycia [80, 81]. Co więcej, poziom uPA R  
m oże być niezależnym m arkerem  prognostycznym  
w p łaskonab łonkow ym  raku  płuca, jednakże  nie o d 
grywa on takiej roli w w ielkokom órkow ych rakach 
tego na rządu  [82]. Przyczyna takiego zróżnicowania  
nie została  jeszcze wyjaśniona. Stw ierdzono także, że 
wysoki poziom  uP A R  w szpiku kostnym  chorych na 
now otw ory  żo łądka  może być silnie związany z n a 
w rotam i choroby, co również nie jest łatwo je d n o 
znacznie wyjaśnić [83]. Użycie poz iom u receptora 
u P A R  ja k o  m ark e ra  prognostycznego w chorobach  
now otw orow ych  jest opar te  na jego roli ja k ą  odgrywa 
on w progresji now otw orów  i rezultatach badań  
klinicznych, jednakże  konieczne są dalsze badania  dla 
bardziej precyzyjnego określenia jego przydatności 
j a k o  m arkera .

VI. Regulacja ekspresji genów układu akty
wacji plazminogenu przez onkogeny

Jeżeli zm iany funkcjonow ania  uk ładu  aktywacji 
p lazm inogenu  obserw ow ane w now otw orach  złośli
wych są z nimi jednoznacznie  związane, to p rzy
czynami tych zmian, przynajmniej w części, mogą być 
czynniki genetyczne wpływające na przebieg transfo r
macji now otw orow ej. W śród nich istotne mogą być te, 
które  wpływają na ekspresję genów kodujących białka 
uk ładu  aktywacji plazminogenu. Ekspresja tych ge
nów może być regulow ana przez niektóre  onkogeny 
i ich produk ty ,  w tym takie, o których wiadomo, że 
odgryw ają rolę w progresji now otw orów , tak jak  m a to 
miejsce w regulacji ekspresji genu uPA  przez Tpr-M et.  
biorące udział w metastazie [84],

W regulacji syntezy i uwalniania  PA 1 -1 bierze udział 
wiele czynników, jednakże  m echanizm  leżą:y u p o d 
staw tej regulacji nie jest jeszcze dokładnie  poznany  
[85], Czynnikiem  transkrypcyjnym  mogącym w pły
wać na regulację ekspresji genu P A I - l  przez a k 
tyw atory  kinazy białkowej C, takie jak  sole forbolu lub 
czynniki wzrostu, jest białko AP-1 [86], AP-1 jest albo 
hom odim erem  białka Jun  albo heterodimerem białek 
Jun  i Fos i może być ak tyw atorem  transkrypcji genów,
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które  w obszarze p ro m o to ro w y m  mają sekwencję 
T G A g /cT C A  [87], O b sza r  flankujący od s trony 5’ 
genu PAI-1  zawiera  cztery potencjalne miejsca w iąza
nia e lem entu  AP-1: sekwencję T G A G T T C A  w pozycji 
od -58 do  -50, sekwencję T G A G T G A  w pozycji -79 do 
-72, sekwencję T G A C A C A  w pozycji -721 do -714 oraz 
sekwencję T G T A T C A  w pozycji -662 do -656 [88], 
W regulaji ekspresji genów układu aktywacji plaz- 
m inogenu  może brać  udział szereg onkogenów  i ich 
p ro d u k tó w , m.in. \-m os,  nm23, c-erbB-2, c-Jun, \-ras  
[89, 90],

Jeżeli ekspresja  genów układu  aktywacji plazmino- 
genu m oże być regu low ana  przez onkogeny, to mogą 
one przyczyniać się do  zm ian funkcjonow ania  tego 
uk ładu  w now o tw o rach  złośliwych. Z m iany  w on- 
kogenach  sprzyjają prom ocji  transformacji n o w o tw o 
rowej, a zm ienione onkogeny  oddziałują  z genami 
uk ładu  aktywacji p lazm inogenu, zwiększając ich eks
presję, co d o p ro w a d z a  do  zwiększonego poziom u 
pro teaz  w guzie i jego otoczeniu, co z kolei przyczynia 
się do progresji now otw oru : inwazji i metastazy. 
Regulacja ekspresji przez onkogeny  może zależeć od 
wersji polimorficznej danego  genu, co może mieć 
znaczenie dla ro k o w an ia  w raku. Jeżeli bowiem wśród 
alleli danego  genu znajdzie się taki, k tórego  ekspresja 
na  skutek oddzia ływ ania  z aktyw nym i onkogenam i 
lub ich p ro d u k ta m i  będzie podw yższona w stosunku 
do  innych alleli, to jego wykrycie np. we krwi, pozwoli 
na d o b ó r  odpowiedniej terapii, np. radykalnego  zasię
gu chirurgicznego z następującym i po nim chemio- 
i rad io terap ią .  D o d a tk o w a  terapia  nie m usiałaby to 
warzyszyć operacji, w p rzypadku  wystąpienia  wersji 
allelicznej, której ekspresja jest u trzym yw ana  na nie
zm ienionym  poziomie bez względu na proces transfo r
macji now otw orow ej w komórce. Stwarza to po tenc
ja lne  możliwości w ykorzystan ia  polim orfizm ów ge
nów  uk ładu  aktywacji p lazm inogenu ja k o  łatwo d o 
stępnych m arkerów  prognostycznych w chorobach  
now otw orow ych. M o żn a  rozw ażać również sytuację, 
w której allel o n o rm alnym  poziomie ekspresji, ulega 
mutacji na skutek procesów transform acji n o w o tw o 
rowej. Wersja zm u to w an a  genu może być p o d a tn a  na 
oddziaływ anie  z onkogenam i lub ich produk tam i,  
pow odujący  podwyższony poziom  jego ekspresji. 
W takiej sytuacji zm ieniona wersja genu, nie będąca 
wersją konstytutywmą, nie m ogłaby  być w ykryw ana 
we krwi, lecz jedynie w tkance objętej procesem 
now otw orow ym , jednakże  także wówczas możliwe 
jest zastosow anie  polim orfizm ów genów układu  a k 
tywacji p lazm inogenu ja k o  m arkerów  prognostycz
nych w raku.

VII. U kład aktywacji plazminogenu jako cel 
terapii antynowotworowej

Z przeprow adzonych  wcześniej rozw ażań  wynika, 
że wartości stężenia białek uk ładu  aktywacji plaz
m inogenu m ogą być t rak to w an e  jak o  m arkery  p ro 

gnostyczne w cho robach  now otw orow ych. Jako  p o 
tencjalne m arkery  m ogą  też być rozważane polimorfi- 
zmy kodujących  je genów. O prócz  tego m ożna roz
w ażać składniki uk ładu  aktywacji p lazm inogenu  i k o 
dujące je geny ja k o  cel terapii antynow otw orow ej. 
W świetle danych o roli tego układu w progresji 
now otw orów , celem tak uk ierunkow anej terapii było
by ograniczenie inwazyjności now otw orów  i ich zdol
ności do  metastazy.

T erap ia  przec iw now otw orow a może być realizowa
na przez zastosow anie  substancji ham ujących w iąza
nie uPA  do  swego receptora, uPA R , i w ten sposób 
ograniczenie  proteolitycznej aktywności uPA  [91]. 
Efekt ten m oże być również osiągnięty przez specyficz
ne ham ow an ie  aktywności enzymatycznej uPA  lub 
modyfikację innych niż proteolityczne funkcji uPA 
i uP A R  [92].

W  dotychczas  przeprow adzonych  badan iach  d o ty 
czących sk ładn ików  uk ładu  aktywacji p lazm inogenu 
ja k o  celu terapii an tynow otw orow ej s to sunkow o dużą 
grupę b ad ań  stanow ią  eksperym enty  z zastosow aniem  
terapii genowej. S tosując transfer cD N A  PAI-1 do 
k om órek  czern iaka  w myszach przy użyciu adenow iru- 
sa zaobse rw ow ano  zmniejszenie o połowę liczby zwie
rząt, u k tórych  następow ał wzrost przerzutów w w ą t
robie, n a tom ias t  u zwierząt z rozwiniętymi ogniskami 
p rzerzu tow ym i w 78%  obserw ow ano  zaham ow anie  
dalszego ich wzrostu [93]. O b o k  zachęcających wyni
ków  tych badań , są one kolejnym przykładem, p o d 
kreślanej wcześniej, zróżnicowanej roli PAI-1 w proce
sie progresji now otw orów . W ram ach  terapii genowej 
n o w o tw o ró w  stosow ano  także strategię antysensow ą 
w odniesieniu do  sk ładników  układu aktywacji p laz
m inogenu. Stosując antysensowe o ligonukleotydy p o 
wodujące zaham ow an ie  ekspresji genu u P A R  osiąg
nięto całkowite zaham ow an ie  inwazyjności fibroblas- 
tów  prawidłowych i transfo rm ow anych  wirusem SV40 
[94], W badan iach  ludzkich epiderm alnych kom órek  
rakow ych o wysokim stopniu  złośliwości s twierdzono, 
że ich transfekcja rekom binacyjnym  D N A  zdolnym  do 
ekspresji an tysensow ego t ran sk ry p tu  k o m p lem en ta r 
nego do  300 zasad na końcu  5" genu u P A R , włączając 
w to k o d o n  ATG, pow odow ała  znaczące zmniejszenie 
inwazyjności badanych  kom órek  [95],

P o m im o  przytoczonych pozytywnych efektów te ra 
pii skierowanej na  układ  aktywacji p lazm inogenu 
należy brać pod  uwagę, że ham ow anie  aktywności 
wyłącznie tego uk ładu  może nie pow odow ać  zmniej
szenia inwazyjności i m etastazy now otw orów  ze wzglę
du  na możliwość uczestniczenia w tych procesach 
także innych układów  enzymatycznych. Tezę tę p o 
tw ierdzają  rezultaty  badań  na myszach z zab lo k o w a
nymi funkcjami genów uP A R . u P A R  i P A I-1 , które, 
po m im o  pewnych zaburzeń Fizjologicznych, zachow a
ły podstaw ow e funkcje życiowe [92], M oże to św iad
czyć o tym, że inne układy proteaz, np. m etaloproteazy, 
m ogą  przejm ow ać funkcje nieaktywnych składników  
uk ładu  aktywacji plazminogenu.
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VIII. U w agi końcowe

Korelac ja  pomiędzy stężeniami uPA  i uPA R  oraz 
złym rokow aniem  dla chorych na raka  potw ierdza  
założenie, że wiązanie u PA przez u PAR na pow ierz
chni k om órek  rakow ych sprzyja ich inwazji i metas- 
tazie. Jed n ak  brak jest zgodności pog lądów  do ty czą 
cych identyfikacji typu  kom órek , w których  następuje  
ekspresja  uPA  i uP A R  w obszarach  objętych n o w o 
tw orem  [92]. Rezultaty  b ad ań  his tochemicznych oraz 
w ykonanych  z zastosow aniem  hybrydyzacji in situ 
pozw ala ją  na przypuszczenie, że rola sk ładn ików  uro- 
k inazow ego uk ładu  aktywacji p lazm inogenu  w raku  
nie ogranicza się do  udziału w migracji i inwazji 
kom ó rek  rakowych, lecz obejm uje również zmianę 
s t ru k tu ry  tkanek otaczających now otw ór.  N iek tó re  
z tych zmian, np. angiogeneza, m ogą mieć znaczenie 
dla  procesu metastazy, wobec czego poz iom y uPA  
i u P A R , biorących udział w tych procesach, m ogą 
kore low ać ze złym rokow aniem . M ożliwość s to sow a
nia inh ib ito ra  PAI-1 ja k o  silnego m a rk e ra  p ro g n o s 
tycznego w raku  m oże być odniesiona  do  jego bezpo
średniej roli w przemieszczaniu i inwazji kom órek  
rakowych. Jednakże  zróżn icow ana  ekspresja  u PA 
i u P A R  przez różne typy kom órek  w różnych o b 
szarach tkanki przy jednoczesnej zróżnicowanej eks
presji PAI-1 może p row adzić  do uk ie runkow anej 
proteolizy, sprzyjającej inwazji. W takiej sytuacji PAI- 
-1 odgryw ałby  rolę w przekształcaniu  s truk tu ry  tkanek  
przez selektywną ochronę  fragm entów  E C M  w cen t
ralnych obszarach  skupisk kom ó rek  rakow ych  i k o 
m ó rk ach  prawidłowych otaczających te obszary.

Jednym  z głównych p rob lem ów  dotyczących roli 
u rok inazow ego  uk ładu  aktywacji p lazm inogenu, k tó 
ry powinien zostać rozw iązany w najbliższej przyszło
ści, jest precyzyjne określenie znaczenia PAI-1 w p ro 
gresji now otw orów . Jedną z d róg  p row adzących  do 
osiągnięcia tego celu m oże być dokładniejsze ok reś 
lenie procesów zachodzących w now otw orach , w k tó 
rych b iorą  udział uPA, uPA R  i PAI-1, z jednoczesnym  
określeniem relacji pom iędzy s t ruk tu rą  i funkcją p o 
szczególnych białek. W badan iu  procesów  z udziałem 
uPA , jego receptora  i inh ib ito ra  należałoby zwrócić 
uwagę także na efekty nie związane bezpośrednio  z ich 
funkcjami proteolitycznymi, mogące mieć znaczenie 
w progresji now otw orów . Efekty te m ogą  obe jm ow ać 
oddzia ływ ania  z białkam i macierzy zew ną trzkom ór-  
kowej, receptoram i adhezyjnymi czy cząsteczkami 
sygnałowymi.

W śród  genetycznych uw aru n k o w ań  fu n k c jonow a
nia uk ładu  aktywacji p lazm inogenu w raku , istotne 
m ogą  być oddzia ływ ania  onkogenów  i p ro d u k tó w  ich 
ekspresji z genami uPA, u P A R  i P A I-1 . O ddzia ływ anie  
p ro d u k tó w  onkogenów  ja k o  czynników transkrypcyj-  
nych z genami uk ładu  może m odu low ać  transkrypcję , 
a tym sam ym  ekspresję tych genów, wpływając na 
zm ianę stężenia sk ładników  układu  w now otw orach , 
k tó rym  towarzyszy aktyw acja  p ro to o n k o g en ó w . P o 

nieważ geny składników  uk ładu  aktywacji p lazm in o 
genu są polimorficzne, regulacja ich ekspresji przez 
p ro d u k ty  onkogenów  lub inne białka zw iązane  z t r a n s 
formacją now otw orow ą, może zależeć od w ar ian tu  
oddziałującego genu. Stwarza to  możliwość w ykorzys
tania  polimorfizmów genów sk ładników  u k ła d u  ja k o  
łatwo dostępnych  m arkerów  prognostycznych  w c h o 
robach now otw orow ych. N a  szczególną uwagę, ze 
względu na swoje położenie, zasługuje polimorfizm 
insercyjno-delecyjny 4 G /5 G  obszaru  p ro m o to ro w e g o  
genu P A I -1 . Polimorfizm ten jest związany z po d w y ż
szonym poziom em  PAI-1 obserw ow anych  w n iek tó 
rych cho robach  sercowo-naczyniowych.

Artyku ł  otrzymano 18 czerwca 1998 r. 
Zaakceptowano do druku 26 października 1998 r.
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Wykaz stosowanych skrótów: W RT wolne rodniki tleno
we; RFT — reaktywne formy tlenu; O , '  — anionorodnik
ponadtlenkowy; 'O H  — rodnik hydroksylowy; HOC1
— kwas podchlorawy; H 20 2 — nadtlenek wodoru; N O '

— tlenek azotu; 0 3 — ozon; SO D  — dysmutaza ponadtlen- 
kowa; G C /M S  — chromatografia gazowa ze spektroskopią 
masową A, T, G, C literowe skróty oznaczają zasady 
azotowe: adenina, tymina, guanina, cytozyna; 8-okso-dGTP
— 8-okso-2’-deoksyguanozyno-5’-trifosforan; d G T P  deo- 
ksyguanozyno-5’-trifosforan; 8-OH G 8-hydroksyguani- 
na (8-oksoguanina; 7, 8-dihydro-8-oksoguanina); Fapy 
G — 2,6-diamino-4-hydroksy-5-formamidopirymidyna; 
5-OH-C — 5-hydroksycytozyna; 2-OH-A - 2-hydroksya- 
denina.

I. W stęp

O rgan izm  człowieka zbudow any  jest z oko ło  60 
bilionów kom órek , wśród k tórych wyróżnić  m ożna  
250 ich rodzajów, wchodzących w skład licznych 
typów tkanek, tworzących różne organy. Populację  
kom órek , k tóre  tw orzą  organizm  m ożna  opisać uży-

1 Prof. dr h a b . ,2 Dr, Katedra i Zakład Biochemii Klinicznej, 
Akademia Medyczna im. L. Rydygiera, ul. Karłowicza 24,
85-092 Bydgoszcz

wając term inów  ekologicznych: narodziny  kom órki,  
śmierć, środow isko  życia, ograniczenia  terytorialne, 
wielkość populacji. Jeden termin charak teryzujący  
każdą  populację jest tu jed n ak  nieobecny —  tzn. 
n a tu ra ln a  selekcja. Jakakolw iek  trw ała  zm iana , k tó ra  
umożliwiałaby kom órce  somatycznej zachow anie  nie
zależne i anarchiczne w stosunku  do  potrzeb  i prawideł 
s t ruk tu ry  oraz funkcji narządów , niesie w sobie zalążek 
katastrofy. D ochodzi do  niej w p rzypadku  cho roby  
nowotworowej. K o m ó rk a  staje się n o w otw orow ą  
z chwilą u tra ty  kontro li  nad procesam i wzrostu  i p o 
działu, a zm iany p row adzące  do  transform acji n o w o 
tworowej mają ch arak te r  mutacji [1, 2],

C zynników  indukujących  now otw ory  może być 
wiele (endogennych i egzogennych), a wśród nich 
wymienić należy czynniki fizyczne i chemiczne o dz ia 
łaniu m utagennym , p row adzące  do  pow stan ia  zm ian 
w m atria le  genetycznym kom órki. Do czynników  tych 
zalicza się, między wieloma innymi, także wolne r o d 
niki tlenowe (WRT).

W olne rodniki, generow ane w wyższych o rgan iz 
mach, pow staw ać m ogą pod wpływem dzia łan ia  róż 
nych czynników egzogennych, jak  np. w wyniku
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jonizacji wody przez prom ienie  X czy też działanie 
p rom ien iow an ia  UV, i endogennych np.: w m itochon- 
dria lnym  łańcuchu  oddechow ym , podczys m etaboliz
mu k o m ó rek  stanów  zapalnych tzn. neutrofili, m ono- 
cytów i eozynofili (przedłużające się stany zapalne są 
ko ja rzone  z now otw oram i)  generujących oksydan ty  
[3 ,4 ] ,  Pow stające w wyniku tego W R T  tzn. 0 2'~, ‘O H  
jak  i nie będące rodn ikam i reaktywne formy tlenu 
(RFT), takie  ja k  H 20 2 (toksyczny poniew aż łatwo 
przekszta łcany  jest w groźny rodnik  hydroksylowy), 
uszkadzają  m akrocząsteczki kom órkow e, a w tym 
D N A . Inne p ro d u k ty  tlenowego m etabolizm u fagocy- 
tów np. HOC1, ch loram iny  i utlenione lipidy, indukują  
również uszkodzenia  D N A . M etabolizm  k om órkow y  
różnych ksenob io tyków  (np. benzopirenu)jes t  również 
odpow iedzia lny  za powstanie  RFT. D ane te sugerują, 
że za ró w n o  zewnątrz-, jak  i w ew ną trzkom órkow o  
generow ane wolne rodnik i lub/i stan pro-oksydacyjny 
może mieć istotne znaczenie w rozwoju różnych typów 
n o w o tw o ró w  [5, 6],

O d  daw n a  wiadom o, że karcynogeneza  jest p roce
sem wieloetapowym. N ajp rostszy  model zak łada  obec
ność trzech etapów: inicjacji, promocji i progresji 
[7, 8]. Obecnie  nikt już  nie kwestionuje faktu, że 
uszkodzenia  D N A  (utrwalone w postaci mutacji) o d 
grywają kluczową rolę w każdym  z tych etapów. 
G enetyczne podłoże procesu now otw orzenia , z jednej 
s trony  związane jest z czynnikam i pobudzającym i 
wzrost (onkogeny i czynniki wzrostowe), a z drugiej 
s trony z czynnikam i ham ującym i wzrost czyli genami 
supresorow ym i (ang. tumor suppressor genes), lub 
z p ro d u k tam i genów m utato row ych . P ro d u k ty  genów 
przeciw now otw orow ych działają ham ująco  w proce
sach regulacji podziałów kom órkow ych  i tym sam ym  
ograniczają  proliferację kom órek . Obecnie przyjmuje

Tabela 1.
C h a ra k te ry s ty k a  reak tyw nych  form tlenu (dane k o m p i lo w a n e  z róż
nych w ydaw nic tw  a głównie wg Yu B.P., 1994 [51])

C ząsteczka Symbol C h a ra k te ry s ty k a

A n io n o ro d n ik O 2 D o b ry  red u k ta n t ,  słaby
p o n a d t le n k o w y utleniacz
R odn ik  h y d ro k sy  'O H E kstrem a ln ie  reaktywny.
lowy D yfunduje  na niewielkie o d 

ległości.
R odnik  w o d o ro - h o 2 Silny oksy d a n t ,  o większym
nad t lcn k o w y po w inow ac tw ie  d o  lipidów 

niż 0 2 . M ozę inicjować 
peroksydac ję  lipidów.

R o dn ik  n a d t le n k o  R O O ' G o r s z a  zdo lność  do  u t len ia 
wy nia niż 'O H  ale lepsza zdo l

ność do  dyfuzji.
R odn ik  alkoksylo- R O R eak ty w n o ść  z lipidami p o 
wy średn ia  pom iędzy  R O O  

a 'O H .
N ad t len ek  w o d o ru H , 0 , O k sy d a n t .  lecz reakcje z 

su b s t ra ta m i  o rgan icznym i 
pow olne .  Ł a tw o  dyfunduje.

T len  singletowy ‘o 2 Silny czynnik  oksydacy jny  
o okresie  p ó ł t rw an ia  1 0 ~ 6s.

się, że proces now otw orow y  powstaje w skutek za 
kłócenia rów now agi w działaniu tych czynników. 
N ad m ie rn a  ak tyw ność  czynników pobudzających  na 
skutek nadp rodukc ji  lub mutacji prow adzących  do 
n iekon tro low anego  wzrostu  przyczynia się do n o w o 
tworzenia, tak ja k  i n iedobór  p ro d u k tó w  genów sup- 
resorowych lub ich mutacje  są przyczyną zaniku ich 
funkcji p row adząc  do  karcynogenezy. Zgodnie  z op i
nią, że n o w o tw ó r  powstaje w wyniku nagrom adzen ia  
się zm ian m ater ia łu  genetycznego m ożna  założyć, że 
reprezentują  one sukcesywnie następujące po sobie 
mutacje. O bliczenia  wskazujące na 5-7 mutacji nie
zbędnych do transform acji kom órk i  prawidłowej w pe
łni u k sz ta ł tow aną  kom ó rk ę  now o tw o ro w ą  zgadzają 
się z obse rw ow aną  zależnością ilości zacho row ań  od 
wieku pacjenta. M o żn a  przyjąć, że potencjalnym  kar- 
cynogenem  jest każdy czynnik reagujący z D N A  
i w następstw ie modyfikujący tę makrocząsteczkę. 
Znaczący w kład  w pow stanie  takich  zmian mogą 
zatem mieć uszkodzenia  D N A  indukow ane  wolnymi 
rodnikam i.

II. W olne rodniki

Określenie  reak tyw ne  formy tlenu (RFT) obejmuje, 
za rów no  rodniki tlenowe, jak  i nie będące rodnikam i 
p ochodne  tlenu, takie jak: H 20 2, tlen singletowy, 
HOC1 czy ozon  0 3. N a to m ias t  cząsteczki lub a tom y 
znane ja k o  wolne rodniki, są wysoce reaktyw nym i 
czynnikami, posiadającym i n iesparow any elektron na 
orbicie zewnętrznej (obecność takiego elek tronu  o zn a 
cza się k ro p k ą  przy sym bolu  rodnika). Przykładem  
rodn ików  tlenowych m ogą być: an iono rodn ik  ponad-  
t lenkowy 0 2*~, rodnik  hydroksylow y 'O H , tlenek 
azotu  N O ' (Tab. 1). K ażda  k o m ó rk a  aerobow a  wy
tw arza w przebiegu m etabolizm u pewne ilości R F T  [3, 
4], Przyjmuje się, że w zdrow ym  organizm ie dorosłego 
człowieka pow staw ać  może około  2 kg an io n o ro d n ik a  
ponad tlenkow ego  w przeciągu roku. W środow isku 
k om órk o w y m  przem iany an io n o ro d n ik a  p o n ad t len 
kowego m ogą p row adzić  do pow stan ia  H 20 2, zarów 
no na skutek spontanicznej jak  i katalizowanej przez 
enzym dysm utazę  po n ad t len k o w ą  (SOD) reakcji dys- 
mutacji. N ad tlenek  w odoru  w w arunkach  in vivo 
powstaje p ra w d o p o d o b n ie  głównie z 0 2' -  w mito- 
chondriach  wielu kom órek . H 20 2, k tóry  nie jest 
wolnym rodnikiem , ła two przenika przez błony k o m ó 
rkowe i p rzekształcany może być w formę w olnorod- 
n ikową. C ząsteczką tą jest rodnik  hydroksylow y który  
powstaje w k o m ó rk ach  według reakcji F en to n a  
z udziałem jo n ó w  żelazawych Fe + 2 bądź Cu + 1 i Co  + 2. 
Ten dość złożony proces m ożna  ostatecznie p rzed
stawić jak o  reakcję: 0 2' “ + H 20 2 —► O H  +  O H “ +  0 2. 
O becność  0 2' w kom órce  może prow adzić  zatem do 
generow ania  o wiele bardziej niebezpiecznego dla 
kom órk i  rod n ik a  'O H .

Wiele egzogennych czynników  przenikając do  k o 
m órek i reagując z endogennym  H 20 2 m oże p o w o d o 
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wać pow staw anie  rodn ików  hydroksylowych. Należą 
do nich metale ciężkie, takie jak  chrom  i nikiel. 
Ź ród łem  rodn ików  jest także dym pow stający podczas 
palenia tytoniu. Substancje smoliste znajdujące się 
w jednym  wdechu dym u ty toniow ego zawierają aż 
1014 rodników , z k tórych  większość jest bardzo  s tabil
na. W  dymie papierosow ym  obecny jest również 
w wysokim stężeniu tlenek i dw utlenek azotu. Dym 
papierosow y zwiększa liczbę granu locy tów  oboję tno- 
chlonnych  w płucach, s tym ulując je do  w ytw arzania  
0 2’~ i H 20 2. Zwiększa się p o n a d to  liczba zak tyw ow a- 
nych m akrofagów  w płucach, k tóre  też wydzielają 
0 2*~ i H 20 2. W substancji smolistej zawartej w dymie 
ty ton iow ym  znajdują  się związki o charak te rze  a ro m a 
tycznym oraz stabilne wolne rodnik i sem ichinonowe 
w formie polim erów [3]. N a to m ias t  w ekstrakcie 
w odnym  substancji smolistej s tw ierdzono obecność 
0 2' ” i nadtlenków . Z a ró w n o  dym  ty ton iow y jak  
i eks trak t  wodny substancji smolistej pow odu ją  uszko
dzenia D N A  w w arunkach  in vivo i in vitro.

II-l. Mechanizmy kontrolujące produkcję wol
nych rodników (czynniki antyoksydacyjne)

P arad o k sa ln y m  wydaje się fakt, że aerobow e o r 
ganizmy eukario tyczne m ogą żyć tylko w obecności 
tlenu, k tóry  jednocześnie  jest dla nich toksyczny 
i p raw d o p o d o b n ie  może być czynnikiem ogran icza ją 
cym (terminacyjnym) czas życia tych organizm ów. 
Drugie, mroczne oblicze tlenu, to wszechobecne, reak
tywne jego formy (RFT). W trakcie ewolucji organizm y 
wykształciły  cały szereg m echan izm ów  ogran icza ją 
cych destrukcyjne działanie R FT, w tym szczególnie 
ich form w olnorodnikow ych. Dokładniejsze dane  d o 
tyczące czynników antyoksydacyjnych, czy też szerzej 
różnych m echanizm ów  chroniących o rganizm y przed 
działaniem RFT, znajdzie czytelnik w licznych pracach 
przeglądowych [3, 4, 9, 10].

Ponieważ poziom R F T  jest zmienny w czasie, o r 
ganizmy tlenowe m ogą a d ap to w ać  się do takich zm ien
nych w arunków  induku jąc  syntezę enzym ów  a n ty o k 
sydacyjnych lub/i enzym ów  napraw iających  o k sy d a 
cyjne uszkodzenia biologicznie ważnych m akrom ole-  
kul, w tym D N A  [11-13]. P om im o  obecności całego 
szeregu barier an tyoksydacyjnych, w tym m echan iz
mów' naprawczych, uszkodzenia  s tru k tu r  k o m ó rk o 
wych spow odow ane  generow aniem  wolnych rodn i
ków tlenowych są n ieuniknioną konsekw encją  życia 
w atmosferze tlenowej.

III. O ksydacyjne m odyfikacje zasad azo
towych

Z pow odu  olbrzymiej reaktywności W R T  mogą 
oddziaływać praktycznie  z każdą n a p o tk a n ą  m a k ro 
cząsteczką, a zatem, m ogą m odyfikow ać białka, lipidy, 
w ęglow odany i kwasy nukleinowe. Szczególnie duże 
zagrożenie dla organ izm u niosą z sobą reakcje W R T

z DNA. Reagując z D N A  wolne rodniki m ogą  p ow o
dow ać jedno- i dwuniciowe pęknięcia D N A  (ss i ds) 
i różnego rodzaju  modyfikacje zasad azo tow ych. N ie
k tóre  spośród oksydacyjnych modyfikacji zasad  azo 
towych m ają znaczenie mutagenne. D o  chwili obecnej 
z identyfikowano p onad  20 różnego rodza ju  o k sy d a 
cyjnych modyfikacji zasad azotow ych, ale b iologiczna 
rola n iektórych spośród  nich nie jest dostatecznie  
poznana. (Ryc. 1) Z nanym  i ak cep to w an y m  jest fakt 
w ystępow ania  pewnej ilości oksydacyjnych  m odyf ika 
cji D N A  w prawidłowej kom órce  (w dalszym  ciągu nie 
w iadom o jednak , jakiego rzędu są to  wielkości).

A m e s  i G o l d  wyliczyli, że w pojedynczej k o m ó r 
ce szczura znajduje się 105 oksydacyjnych  uszkodzeń 
DNA. Analizując zaw artość 8-okso- d G  w moczu, 
L o f t i w s p. [14], doszli do wniosku, że w p o jedyn
czej kom órce  człowieka może pow staw ać  kilkaset 
uszkodzeń typu 8-okso- G/dzień. W edług  innych d a 
nych 8oxo-dG  w ytw arzana  jest w ilości 178 cząsteczek 
na  k om órkę  każdego dnia  [15],

IV. M utagenny potencjał oksydacyjnie zm o
dyfikowanych zasad azotowych. 
M utageneza indukowana działaniem  R F T  
w kom órkach P ro k a iy o ta  i E u k a iyo ta

8-oksoguanina  jest jednym  z najczęściej p o w s ta ją 
cych i najgruntowniej p rzebadanych , p ro d u k tó w  m o 
dyfikacji zasad D N A  przez reak tyw ne  formy tlenu. 
8 -okso-G  może tworzyć stabilne pary  zasad, za rów no  
z cytozyną jak  i adeniną [16]. W tym osta tn im  
p rzypadku  może to prow adzić  do  trans  wersji 
G C  -> TA [17, 18, 19]. W b ad an iach  in vivo w ykazano, 
że obecność 8-okso-dG  w D N A  jest odpow iedz ia lna  za 
0 ,7% częstość zam iany guaniny  w tym inę podczas 
procesu replikacji [17]. O kaza ło  się, że p ro d u k t  o k 
sydacyjnej modyfikacji d G T P ,  8 -o k so -d G T P  jest d o b 
rym substratem  polim eraz D N A . Ink o rp o rac ja  8 -ok
so -d G T P  do D N A  jest źródłem  d o d a tk o w y ch  mutacji- 
(omówienie tego problem u znajdzie czytelnik w a r 
tykule przeglądowym) [20],

M utagenny potencjał zm odyfikow anych  zasad azo 
towych powinien znajdow ać odbicie w możliwości 
tworzenia błędnych par zasad przez tak ą  modyfikację. 
Wyniki eksperymentów' p row adzonych  w wielu la b o 
ra toriach  w ciągu ostatn ich  lat wykazały, że również 
inne, niż 8 -oksoguanina  modyfikacje zasad  azotowych, 
wykazują  takie właściwości. Przyjm uje się, że obec
ność 8-oksoadeniny w D N A  m oże prow adzić  do trans- 
wersji A -*C  i tranzycji A ->G  [21] w7 genach c -H a-ras  
(Tab. 2). Jednak  badan ia  in vitro z użyciem różnych 
polimeraz D N A  (fragmentu K lenow a-po lim erazy  I, 
polimerazy alfa i beta) jak  również wyniki doświadczeń 
wykorzystujących kom órki E. coli w skazują  na znacz
nie słabsze (około rząd wielkości) właściwości m u ta 
genne tak zmodyfikowanej adeniny  aniżeli 8-oksogua- 
niny [22]. 2 -O H -aden ina  m oże tworzyć pary zasad nie
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Ryc. 1. Z m o d y f ik o w a n e  formy zasad 
azo tow ych ,  będące  wynikiem
o d d z ia ły w a n ia  z ro dn ik ie m  8 - hydroksyguanina
•OH.

tylko z tym iną, ale również z guaniną, adeniną  i cyto- 
zyną, co indukuje  transwersje A ->T  i A ->C  i tranzycje 
A -> G  [21, 23]. W ykazano  również, że 2 -O H -d A T P  
jest włączany naprzeciw tym iny lub cytozyny przez 
polim erazę alfa [17, 21], M oże to prow adzić  do 
tranzycji CG-►TA, a więc zm ian najbardziej ty p o 
wych dla m utacji  spontan icznych  [24], Transfekcja

Tabela 2.
S p e k tru m  m utacj i  i n d u k o w a n y c h  obecnośc ią  oksydacy jn ie  zm odyfi
k o w a n y c h  zasad  a z o to w y ch  w D N A  (kom pilac ja  różnych  danych  
l i te ra tu row ych  —  zmienione).

N azw a
zm odyf ikow ane j

zasady

C h a ra k te r
substytucji

W ynik  inkorpo rac j i  
z m odyf ikow ane j  zasady 

do  nici D N A  (nowo 
syn te tyzow anego)

8 -O H -g u a n in a G  -> T A T C G .
G C  -> TA

8 -O H -a d e n in a A -► G
2 -O H -a d e n in a A -► T ,  A -► C C G  -►TA

A -> G
5 -O H -c y to z y n a C  -► T . C -> G

2, 6 - diamino -4- hydroksy -5- formamido
pirymidyna ( Fapy guanina )

w ektora  zawierającego 2 -O H -A  do  kom órek  E. coli 
wykazała, że częstość mutacji indukow anych  obecnoś
cią 2 -O H -A  (potencjał m utagenny) jest p o d o b n a  do 
wartości zaobserw ow anych  dla 8-okso-G  i wynosi 
0,3-0,8% [24].

G łów nym i p ro d u k tam i reakcji cytozyny z ro d n i
kiem ‘O H , są 5-O H -cy tozyna  i 5-OH-uracyl. O kaza ło  
się, że również takie modyfikacje m ają właściwości 
m utagenne. O becność  5-O H  pochodnych  cytozyny 
w D N A  może prow adzić  do  tranzycji C -» T  i transwer- 
sji C -> G  [25]. W prow adzen ie  fragmentu D N A  zawie
rającego 5 -O H -C  do kom órek  E. coli było, jak  w ykaza
no, odpowiedzialne za wystąpienie substytucji C -* T  
z częstością 2 ,5% [26]. 5 -O H -d C T P  jest substra tem  
d la  fragm entu K lenow a polimerazy I i może tworzyć 
pary  zasad, za rów no  z G  jak  i z A [25], 5 -O H -cytozyna 
może więc mieć największe znaczenie w procesie 
m utagenezy indukow anej wolnymi rodn ikam i t leno
wymi.

Wyniki n iek tórych  doświadczeń sugerują, że obec
ność F ap y  G  może prow adzić  do transwersji G C -C G
[27], G enera ln ie  przyjmuje się jednak , że zarów no  obie

ksantyna
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fo rm am idopirym idyny, jak  i glikol tyminy, b lokują  
proces replikacji D N A  [28].

W  celu określenia spek trum  mutacji indukow anych  
przez R F T  w ykorzystano  jednon ic iow y kołowy D N A  
M l 3 mp2 zawierający gen reporte row y lacZ  [29]. Po 
ekspozycji na  R F T  D N A  ulegał replikacji in vivo 
w k o m ó rk ach  E. coli lub in vitro przy udziale różnych 
polim eraz D N A . W ykorzystan ie  jednoniciowej m a t 
rycy umożliwiło proste  wyznaczenie korelacji między 
m odyfikacją w ytw orzoną  przez R F T  w określonym  
miejscu i m utacją , k tó ra  pow staje  w w yniku replikacji 
zm ienionego miejsca. Zas tosow anie  takiego m odelu  
pozwoliło na stwierdzenie, że najczęstszym typem 
zm ian  indukow anych  R F T , k tó re  w w yniku  replikacji 
w kom órce  E. coli m ogą  zapoczą tkow ać  mutacje  są 
tranzycje C -» T  i transwersje G -> T  i G -> C , oraz p o d 
wójne, tandem ow e tranzycje C C -» T T .  Należy p am ię 
tać o tym, że t ru d n o  jest bezpośrednio  eks trapo low ać  
o trzym ane  w opisanych badan iach  wyniki na kom órk i  
ludzkie. Po  pierwsze, zaobserw ow ane  m utacje  d o ty 
czyły miejsc, k tóre  nie zostały zreperow ane  w k o m ó r
kach bakteryjnych. W k o m ó rk a c h  ludzkich ro zp o z
naw anie  i n ap raw a  takich  modyfikacji m oże podlegać 
odm iennym  regułom  [29], Co więcej, zaobserw ow ane  
mutacje  zależą od indukcji bak tery jnego  systemu SOS 
i od właściwości bak tery jnego  ap a ra tu  repłikacyjnego.

W yniki b ad ań  z użyciem eukario tycznych  polim eraz 
(polimerazy alfa i beta) wykazały, że uszkodzenia  D N A  
indukow ane  R F T  m ogą  być źródłem  innego spek trum  
mutacji, niż te obserw ow ane w k o m ó rk ach  b ak te ry j
nych. Najbardzie j  intrygujące było stwierdzenie, że ten 
sam typ uszkodzenia  m oże być źródłem  innego ro d z a 
ju  zm ian m utacyjnych w zależności od rodzaju  użytej 
polimerazy. N a  przykład  w wyniku modyfikacji cyto- 
zyny dochodzi do  różnych substytucji, jeżeli m atryca  
ulega replikacji przez polim erazę beta. N a to m ias t  
wykorzystanie  polim erazy alfa do  k o p iow an ia  tej 
samej m atrycy prow adzi do  pow stan ia  wyłącznie 
transwersji C->A. Zatem , polim eraza  beta jest mniej 
specyficzna w rozpoznaw an iu  uszkodzonych  cząste
czek cytozyny. Co więcej, n iektóre  k o nkre tne  uszko
dzenia, lub sąsiedztwo określonych zasad  w obrębie 
uszkodzenia  m ogą  decydow ać o tym, że modyfikacja 
może być źródłem  mutacji tylko dla jednej z polimeraz. 
Polim erazy D N A  pełnią więc w ażną rolę w określaniu, 
za rów no  miejsca, jak  i typu mutacji j a k a  może być 
wynikiem działania  R F T  na  D N A  [29]. Z decydow ana  
większość oksydacyjnych zm ian D N A  o charak terze  
p ro m u tag en n y m  usy tuow ana  jest w tych częściach 
genom u, k tóre  pozosta ją  bez wpływu na podstaw ow e 
funkcje kom órki. Bardzo niewielka część tych uszko
dzeń może występować w obrębie  kom ó rk o w y ch  on- 
kogenów, bądź genów supresorow ych, co z kolei, 
m ogłoby  zapoczątkow ać  transform ację  n o w o tw o ro w ą  
i n iekon tro low aną  proliferację kom órki,  zawierającej 
takie mutacje.

D ane eksperym enta lne  potwierdzają , że rodniki 
tlenowe induku ją  mutację  w „gorących miejscach”

an ty o nkogenu  p53. K o d o n  248 tego genu (C G G ) jest 
miejscem, k tóre  najczęściej ulega m utac jom  w p rzypa
dku  kilku ludzkich now otw orów  [30]. O k aza ło  się, 
że stres oksydacyjny indukow any  działaniem  
H 20 2/F e C l 3 na ludzkie fibrobłasty jest odpow iedz ia l
ny za transwersje G ^ C w  drugiej pozycji i tranzycje 
G -> A  w pozycji trzeciej. N ie wyjaśniono, j a k a  modyfi
kacja G  prow adzi do takich zmian. N a to m ia s t  spekt
rum  mutacji w k o d o n ach  249 (AGG) i 250 (CCC) 
zdom inow ane  jest transwersjami G -> T  i C -> G ,  zm ia 
nam i typowym i dla obecności 8-oxo-G i 5 -O H -C.

W p rzypadku  onkogenu  ras jednym  z kodonów , 
najczęściej ulegającym m utacjom , jest k o d o n  12 
(GGC), w któ rym  guan ina  ulega transwersji do  tyminy. 
Włączenie do w ek to ra  plazmidowego części o nkogenu  
zawierającej, w miejscu G1 lub G2 k o d o n u  12, 8-Oxo- 
-G prow adziło  do transwersji G -> T  [31].

W  zgodzie z tymi obserwacjami pozosta je  fakt, że 
transwersje G C -+ T A , typowe dla błędnego p a row an ia  
8-oxo-dG, są bardzo  często przyczyną m utacji  a n ty o n 
kogenu p53 kom órek  raka  płuc i p ro to o n k o g en u  ras 
w p rzypadku  raka  w ątroby  człowieka. N ależy też 
podkreślić, że ten sam typ zmian jest typow y dla 
ad d u k tó w  D N A  z benzopirenem  i afla toksyną BI [30].

V. Znaczenie R F T  w karcynogenezie

W arto  zwrócić uwagę na dwa typy now otw orów  
człowieka, k tórych  charak te rys tyka  wskazuje na 
udział wolnych rodn ików  tlenowych w procesie kar- 
cynogenezy. W obu przypadkach  progresja  zmian 
kom órkow ych , prow adzących  do uzłośliwienia k o 
m órki zachodzi w przeciągu długiego okresu  czasu, 
n ierzadko rozciągającego się na dziesięciolecia co 
sugeruje akum ulację  wielorakich mutacji.

Rak płuc jest jedną  z najczęściej występujących form 
now otw orów , zarów no  u kobiet, jak  i mężczyzn. 
W iad o m o  obecnie, że 90%  przypadków  rak a  płuc 
pow iązanych jest z paleniem ty toniu  [32, 33]. Z a o b se r 
w ow any fakt pozwolił na s tosunkow o precyzyjne 
ustalenie przedziału czasowego, jaki upływa od chwili 
ekspozycji na czynnik karcynogenny do m om en tu  
pojawienia się w pełni uform ow anego guza. Dla więk
szości p rzypadków  jest to okres około  trzydziestu lat. 
W iad o m o  też, że niezbędna jest stała ekspozycja na 
czynnik(i) karcynogenny(e), ponieważ, ja k  w ykazano, 
rezygnacja z nałogu palenia ty toniu  znacznie zm niej
sza ryzyko wystąpienia choroby. Przypuszczalnie pod 
wpływem dym u ty toniow ego (zawartych w nim sk ład
ników) zachodzi cała seria zmian niezbędnych do 
transformacji nowotw orow ej komórki. Jednym  z ro 
dzajów takich zmian m ogą być oksydacyjne uszkodze
nia kom órkow ego  D N A , indukow ane  wolnymi ro d 
nikam i tlenowymi. Nie jest to h ipoteza pozbaw iona  
podstaw  eksperym enta lnych  [34]. Rezultatem e k sp o 
zycji ku ltu r  kom órkow ych  na dym tytoniow y jest 
akum ulac ja  8-O H -guaniny , a w moczu palaczy ty ton iu  
zaobserw ow ano  znacznie podwyższony poziom  z m o 
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dyfikow anych  dzia łan iem  wolnych rodników  t leno
wych, zasad  azo tow ych.

R ak p ros ta ty  jest częstą cho robą  wieku podeszłego 
u mężczyzn [35], chociaż typowe postacie rozrostów  
p ro s ta ty  dosyć często spo tyka  się u mężczyzn w wieku 
50 lat. N iewykluczone, że w skład hipertroficznych 
ognisk m ogą wchodzić kom órk i ze zm ianam i przed- 
n ow otw orow ym i. Sytuacja  może p rzypom inać  wielo
s topn iow y model fo rm ow ania  raka  jelita grubego, 
gdzie w stad ium  p rzednow otw orow ym  występują hi- 
pertroficzne polipy. Poniew aż rak pros ta ty  występuje 
najczęściej u mężczyzn w wieku 70-80 lat, m ożna  
w nioskow ać, że zm iany  p row adzące  do rozwoju tej 
jed n o s tk i  chorobow ej ak um ulu ją  się w przeciągu 30-40 
lat. N ieznane  są jakiekolw iek  związki chemiczne, k tó 
rych obecność m ogłaby  być pow iązana  z ryzykiem 
w ystąp ien ia  raka  prosta ty ,  brak  jest również jak ich k o l
wiek znanych  środow iskow ych, czy związanych z p ra 
cą zaw odow ą, czynników  ryzyka. Wszystkie p rzed
s taw ione dane  sugerują, że form ow anie się raka  p ro 
sta ty  pow iązane jest z endogennym i procesam i k o m ó r 
kowym i, a R F T  są najbardziej p raw d o p o d o b n y m i 
czynnikam i odpow iedzia lnym i za karcynogenezę.

N a  niebagate lną  rolę, ja k ą  m ogą pełnić oksydacyj
nie zm odyfikow ane  zasady azotow e w procesie kar- 
cynogenezy u człowieka, wskazują wyniki badań , 
w k tó rych  w ykazano  znacznie podw yższoną zaw artość 
tych uszkodzeń w tkan k ach  now otw orow ych  w p o ró 
w nan iu  z tk an k am i wolnymi od zm ian n o w o tw o ro 
wych [36], Stosując technikę chrom atografii  gazowej 
ze spek tro skop ią  m asow ą G C /M S , b ad an o  poziom 
typowych, dla reakcji w olnorodn ikow ych  z DNA, 
modyfikacji zasad azotow ych w chrom atyn ie  izolow a
nej z różnych tkanek now otw orow ych  człowieka 
i z odpow iada jących  im obrzeży, z p u n k tu  widzenia 
h is topatologicznego, wolnych od zm ian n o w o tw o ro 
wych. We wszystkich badanych  p rzypadkach  stwier
dzony  został podw yższony poziom  p ro d u k tó w  reakcji 
wolnych rodn ików  z D N A  w tkankach  n o w o tw o ro 
wych w po ró w n an iu  z tk a n k ą  kon tro lną . Ilość modyfi
kacji zależała od rodzaju  tkank i  now otw orow ej i typu 
modyfikacji. W tkance  płucnej uzyskanej od palaczy 
s tw ierdzono najwyższe wartości zm odyfikow anych za 
sad. Również w now otw orach  żo łądka, ja jn ików  i m óz
gu w ykryto  statystycznie istotne zm iany zawartości 
oksydacyjnych uszkodzeń D N A  w p o rów nan iu  z o d 
pow iadającym i im obrzeżam i [36].

Podw yższony poziom  zm odyfikow anych zasad 
w tkan k ach  now otw orow ych  może być częściowo 
wynikiem obecności w guzach dużej ilości leukocytów. 
A ktyw ow ane leukocyty są źródłem FFCF, k tóry  może 
penetrow ać błonę k o m ó rk o w ą  i o toczkę jąd row ą, 
i w jąd rze  pow odow ać  specyficzne uszkodzenia  D N A  
wynikające z w ytw arzania  rodn ika  'O H  w reakcji 
z m etalam i związanymi z DNA. Z p rzeprow adzonych  
b a d a ń  wynika, że ekspozycja  ludzkich kom órek  na 
ak tyw ow ane  estrami forbolowym i leukocyty indukuje 
w D N A  izolowanym  z tych kom órek  zmiany c h a ra k 

terystyczne dla a tak u  rodn ika  'O H  [37],
Innym  pow odem  wzrostu zawartości zm odyfikow a

nych zasad azotow ych w D N A  guzów n o w o tw o ro 
wych m oże być p rodukc ja  znacznej ilości H 20 2 przez 
kom órk i t ransfo rm ow ane  [38], Co  więcej, z licznych 
danych  doświadczalnych wynika, że kom órk i  n o w o 
tw orow e m ają  znacznie obn iżoną  aktyw ność  i poziom 
n iektórych enzym ów antyoksydacyjnych, w p o ró w 
naniu  z k o m ó rk am i prawidłowym i [34, 39-41], Niski 
poziom  S O D  i ka talazy może prow adzić  do  stresu 
oksydacyjnego, k tórego  wynikiem m ogą być uszko
dzenia D N A  w k o m ó rk ach  now otw orow ych.

W celu w ykazania  zależności pomiędzy oksydacyj
nymi uszkodzeniam i D N A  a ak tyw nością  enzymów 
an tyoksydacyjnych  w tk an k ach  now otw orow ych  
i w tk a n k a c h  wolnych od zm ian now otw orow ych, 
b ad an o  poziom  zm odyfikow anych  zasad oraz ak tyw 
ność S O D , katalazy i peroksydazy glutationowej 
w praw id łow ych i zm ienionych n ow otw orow o  tk a n 
kach płuc człowieka [34], W zgodzie z powyżej 
opisanym i badan iam i s tw ierdzono wyższy poziom 
uszkodzeń D N A  w tk an k ach  now otw orow ych  w p o ró 
w naniu  z obrzeżam i wolnymi od zm ian n o w o tw o ro 
wych. Najbardzie j  wyraźne zm iany dotyczyły 8-O H - 
-G i 8-OH-A. A ktyw ność enzym ów  an tyoksydacy j
nych była niższa w tkance now otw orow ej w p o ró w 
naniu  do  tkanek  praw idłow ych [34], P odobne  zmiany 
s tw ierdzono w tkan k ach  stercza pochodzących  od 
pacjentów  z BPH  (łagodny rozrost prostaty, BPH  ang. 
henign prostatic hyperplasia), jednak  tylko u części 
z badanych  pacjentów  [39],

D o  końca  jednakże  nie w iadom o, czy zaobserw ow a
ne podczas bad ań  zjawiska są bezpośrednią  przyczyną 
procesu now otw orzenia ,  czy też są raczej skutkiem  
toczących się procesów chorobow ych. W arto  jednak  
pamiętać, że pod o b n e  zm iany zm odyfikow anych zasad 
azotow ych wyprzedzają  form ow anie now otw oru  w o r 
ganach  docelowych, w p rzypadku  karcynogenezy in
dukow anej związkami generującymi RFT. Do tego 
typu związków należą pochodne  niklu, k tóre  po p o d a 
niu szczurom indukują  raka  nerki. W 24 godziny po 
podan iu  oc tanu  niklu obserw ow ano  wzrost zawartości 
oksydacyjnie zm odyfikow anych zasad azotowych 
w D N A  izolowanych za rów no  z nerki jak  i w ątroby  
szczura. D w a tygodnie później zaw artość  tych uszko
dzeń wracała  do poziom u kon tro lnego  w przypadku 
w ątroby, podczas gdy w nerce poziom niektórych 
modyfikacji (np 8 -oxo-G )jest niezmiennie wysoki [42], 
Możliwe, że u trzym ujący  się przez długi okres czasu 
podw yższony poziom  m utagennej modyfikacji D N A  
może o d p o w iadać  za indukcję raka  nerki.

Należy również podkreślić, że w pełni rozwiniętej 
kom órce  now otw orow ej wzrost zawartości zmodyfi
kow anych zasad azotow ych może przyczyniać się do 
wzrostu niestabilności genetycznej i wzrostu p o ten 
cjału m etas ta tycznego — (wzrostu możliwości tw orze
nia przerzutów). Sugestia ta została osta tn io  po tw ier
dzona  przez M a l i n s a  i H a i m a n o t  [43], którzy
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wykazali, że w p rzy p ad k u  ludzkich raków  piersi po ten 
cjał m etas ta tyczny  (przerzutowania) wzrastał wraz ze 
w zrostem  liczby oksydacyjnych uszkodzeń DNA.

Niem alże  wszystkie środki s tosow ane w terapii 
przeciw now otw orow ej m ają  właściwości wtórnych ka- 
rcynogenów. N iek tó re  z tych środków  generują wolne 
rodnik i tlenowe. Najbardzie j  typow ym  przykładem 
jest p rom ien iow anie  jonizujące, ale n iektóre  spośród 
związków używ anych w chemioterapii, takie jak  np. 
poch o d n e  adriam ycyny, są również odpowiedzialne za 
akum ulac ję  R FT. Z przeprow adzonych  analiz wynika, 
że dożylne podan ie  epirubicyny (pochodna  adr iam ycy
ny) jest odpow iedzia lne  za znaczne podwyższenie 
poz iom u oksydacyjnie zm odyfikow anych  zasad  azo to 
wych w D N A  izolow anym  z limfocytów krwi pacjen
tów pobrane j  po  upływie godziny od infuzji leku [44], 
Z decy d o w an a  większość tych uszkodzeń  jest usuw ana 
z D N A  przez k o m ó rk o w e  systemy naprawcze, ponie
waż 24 godziny po podan iu  leku w zdecydowanej 
większości p rzypadków  zaw artość  zmodyfikowanych 
zasad w racała  do  poz iom u obserw ow anego  w m ate r ia 
le kon tro lnym . U niek tórych  pacjen tów  poziom  tych 
uszkodzeń pozostaje  jed n ak  podwyższony. Przyjmuje 
się, że n ienapraw ione  uszkodzenia  D N A  długożyją- 
cych limfocytów B m ogą  prow adzić  do now otw orzenia
[45]. N iepodlegające  napraw ie  oksydacyjne modyfi
kacje zasad  azo tow ych o charak terze  m utagennym , 
takie ja k  8-okso-G , czy 5 -O H -C  lub 2 -O H -A  m ogą być 
zatem  źródłem  wtórnej karcynogenezy i w p rzypad
kach op isanych  powyżej prow adzić  do pow stania  
białaczek.

VI. Znaczenie R FT  jako regulatora prolifera
cji kom órek i przekazywania sygnałów  
w kom órce

U człowieka, w wieku dojrzałym, różne typy ko m ó 
rek charak te ryzu ją  się określoną  liczbą podziałów. Na 
przykład, k om órk i  macierzyste krwi i skóry  dzielą się 
w odstępie  kilku godzin czy dni, podczas gdy kom órki 
nerwowe tracą  bezpow rotn ie  zdolność do podziałów 
we wczesnym okresie życia człowieka. K om órk i nie 
proliferujące zna jdu ją  się w fazie G 0, jed n ak  niektóre 
z nich (limfocyty) m ogą  pod wpływem różnych czyn
ników m itotycznych ponow nie  wchodzić w cykl k o 
m órkow y. N a to m ias t  n iekon tro low any  wzrost, nawet 
pojedynczej kom órk i,  może prow adzić  do  rozwoju 
now otw oru . Zatem , is totne wydaje się zrozumienie 
m echan izm ów  działania  czynników określanych jako  
regu la tory  w zrostu  i różn icow ania  kom ó rek  w w a
runkach  Fizjologicznych i s tanach  patologicznych 
kom órki.

W olne rodnik i tlenowe m ogą być uw ażane za k o m 
pletne karcynogeny  ponieważ m ają  znaczenie m u ta 
genne, jak  i m ogą s tym ulow ać podziały kom órkow e
[46] (Ryc. 2).

O d  d aw n a  przypuszczano, że R F T  m ogą  odgrywać 
znaczącą  rolę w przekazyw aniu  sygnałów k o m ó rk o 

wych. O kazuje  się, że kom órki z uak tyw nionym  proto- 
onkogenem  ras wytwarzają znacznie więcej anionoro- 
dn ika  ponadtlenkow ego aniżeli k om órk i kontrolne. 
Co więcej, jak  wykazano, wynikiem inaktywacji białka 
p21 (p roduk tu  onkogenu) jest spadek stężenia aniono- 
rodn ika  ponadtlenkow ego. C iekawy jest mechanizm 
prow adzący  do zależnego od onkogenu  ras w ytw arza
nia an ionorodn ika .  O kaza ło  się, że produkcja  0 2’~ 
jest niezależna od łańcucha oddechow ego zlokalizo
wanego w m itochondriach. Zależy natom iast od o k 
sydazy N A D P H , enzymu w ykorzystywanego przez 
fagocyty do produkcji RFT. N ieznany jest, jak  do  tej 
pory, mechanizm, k tóry  wyjaśniałby związek p rzy
czynow o-skutkow y między w zm ożoną  produkcją  
R F T  i sygnałem decydującym o rozpoczęciu syntezy 
DN A . Możliwe, że R F T  działając ja k o  aktyw atory  
procesu transkrypcji (czynniki transkrypcyjne  ak tyw o
wane m ogą być pod  wpływem szoku tlenowego) 
wpływają również na regulację cyklu kom órkow ego
[47]. Powyższe dane uzupełniają także doniesienia 
p oparte  obserwacjami, że P D G F ,  wzm agając p o w sta 
wanie nad tlenku  w odoru, wyzwala proliferację k o m ó 
rek mięśni gładkich naczyń [48].

VII. Zakończenie

D odatkow ych  a rgum entów  przemawiających za 
udziałem R F T  w procesie karcynogenezy dostarczają

Ryc. 2. K o m ó rk i  z u a k ty w n io n y m  p r o to o n k o g e n e m  ras wytwarzają  
dużą  ilość a n io n o ro d n ik a  po n ad t len k o w eg o .  P rodukc ja  
O  2 — zależna jes t od  oksydazy  N A D P H .  Rodniki  t lenowe 
działając j a k o  a k ty w a to ry  t ransk ry  pcji (czynniki  t r a n s k ry p 
cyjne a k ty w o w an e  m o g ą  być pod  w p ływ em  szoku t lenow e
go) wpływają na regulację cyklu k o m ó rk o w e g o  (na p o d 
stawie [46] —  zmodyfikowane).

Proliferacja komórki
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dane  epidem iologiczne  [49]. Z danych  tych wynika, że:
-  o k o ło  1/3 wszystkich przypadków  now otw orów  

człow ieka  zw iązana  jest z paleniem tytoniu,
-  1/3 zaw dzięczam y niewłaściwej diecie, 

p o zo s ta łą  1/3 wszystkim pozostałym  czynnikom,
tak im  ja k  czynniki karcynogenne pow iązane z w yko
nyw an iem  zaw odu, czynniki środowiskowe, wirusy 
onk o g en n e ,  p rom ieniow anie  UV i jonizujące.

O  udziale R F T  w wymienionych pierwszej i trzeciej 
g rup ie  czynników  ryzyka trak tu je  powyższy tekst. 
O k a z u je  się również, że niewłaściwa dieta może być 
ź ród łem  R FT. N a  przykład przygotow anie  po traw  
w obecnośc i  olei związane jest z generow aniem  n a d 
tlenków  lipidowych. W przeprow adzonych  na m a te 
riale zwierzęcym eksperym entach  w ykazano  również 
związek między n adm ia rem  kalorii a procesam i p ro 
w adzącym i do  nowotw orzenia . Restrykcja kaloryczna 
jest n a to m ia s t  czynnikiem zapobiegającym  rozwojowi 
zm ian  będących przyczyną karcynogenezy. Ponieważ 
b ezsp o rn a  jest korelacja  między ilością kalorii w diecie 
a tem p em  m etabo lizm u tlenowego, to niewykluczone 
jest, że bo g a to k a lo ry czn a  dieta odpow iedzia lna  jest za 
generow anie  nadm iernych  ilości RFT. W iadom ym  jest 
również, że witam iny o właściwościach antyoksydacyj- 
nych zapob iega ją  w pew nym  stopniu  karcynogenezie. 
N o w o tw o ry  są jed n ą  z cho rób  wieku podeszłego. Nie 
wszyscy zdają  sobie sprawę z faktu, że jedną  z teorii 
t łum aczących  proces starzenia jest teoria w olnorod- 
n ik o w a  [50], P a radoksa ln ie  zatem tlen, k tóry  w przy
p a d k u  o rgan izm ów  aerobow ych jest niezbędnym w a
ru n k iem  ich życia, byłby również, czynnikiem lim itu ją
cym długość  życia organizm u.
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świetlnych środowiska

Adaptation of thylakoids membranes to environmental light 
conditions
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I. W stęp

Zmieniające się w arunk i świetlne podczas wzrostu 
roślin induku ją  procesy adap tacy jne  zachodzące  w o b 
rębie błon ty lakoidowych. Przystosow anie  roślin do 
światła ja k o  czynnika środow iskow ego zachodzi zasa
dniczo w dwóch kierunkach: m aksym alnego  w ykorzy
stania  tego czynnika oraz  ochrony  przed jego nad m ie r
nym działaniem. Duże natężenie światła wiąże sie 
często ze wzrostem tem peratury , za rów no  rośliny jak  
i otoczenia, co z kolei m a wpływ na bilans wodny. 
D latego w wielu p rzypadkach  t ru d n o  jest rozgraniczyć 
działanie poszczególnych czynników środow isko
wych. Niekorzystne w arunki świetlne ś rodow iska  m o 
gą indukow ać  długotrw ałe  zm iany ewolucyjne często 
sprzężone z odpow iedzią  na inne czynniki stresowe np. 
suszę i doprow adzić  do  modyfikacji obejm ujących

* Prof. dr hab., Zakład Fizjologii Roślin, Instytut Botaniki. 
Uniwersytet Warszawski, 00-927 Warszawa, Krakowskie 
Przedmieście 26/28

zm iany w budow ie anatom icznej liści o raz  s truk tu ry  
chloroplastów . K ró tko trw a ły  wzrost natężenia  światła 
pow oduje  przystosow ania  modulacyjne zmierzające 
do zmniejszenia oświetlenia powierzchni np. poprzez 
ruch ch lo rop lastów  w kom órce  czy ruchy liści. D łu g o 
trwałe zm iany w aru n k ó w  świetlnych wyzwalają u roś
lin procesy adaptacy jne  polegające na zm ianie  składu, 
organizacji i s truk tu ry  błon tylakoidowych. Zdo lność  
ap a ra tu  fotosyntetycznego do adaptacji w yw oływ a
nych zm ianam i środowiskowym i sugeruje, że zarów no  
organizacja  jak  i funkcja m em bran  ty lakoidow ych nie 
jest sta tyczna lecz dynamiczna. Zm iany  w wielkości 
anten  energetycznych fotosystemów, s techiom etria  
głównych przenośników  elektronów, o p tym alizu ją  o d 
powiedzi roślin na zmiany środowiskowe. A daptacja  
błon ty lakoidow ych do  nowych w arunków  wym aga 
zm ian s truk tu ra lno-funkc jona lnych  i biosyntezy n o 
wych kom ponen tów . D ochodzi więc do  interakcji 
procesu transkrypcji, translacji, t ran sp o r tu  białek 
i tworzenia  nowych kom pleksów  błonowych w obrębie 
chloroplastu .

II. Kom pleksy białkowe błon tylakoidowych

W chlorop las tach  roślin wyższych m ożem y w yróż
nić dw a systemy błon tylakoidowych: tylakoidy gran
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Lumen

Ryc. 1. F o to sy n te ty c z n y  a p a ra t  t r a n s p o r tu  e lek t ro n ó w  c y tb 6 —  c y to ch ro m  b 6; c y tb 559 —  c y to c h ro m  b 559; c y t f —  c y to ch ro m  f; C P43 ,  C P 4 7
—  zbiera jące  świa tło  kom p lek sy  chlorofi l  a —  b ia łko  z k o m p le k su  rdzen iow ego  PSU; D l  i D 2  —  b ia łka  stanow iące  cen tra  reakcji PSII; 
F D  —  ferrodoksyna ;  F N R  —  o k sy d o re d u k ta z a  f e r r e d o k s y n a :N A D P  + ; L H C I (L H C I I )  —  zb ierający  świa tło  kom pleks  chlorofil  
a /b -b ia łk o  zw iązany  z PSI(PSII) ;  O E C  —  k om pleks  b ia łkowy uczestniczący w w ydzie lan iu  tlenu; P C  —  plas toc jan ina ;  PSI-A, PSI-B, 
P S I-C ,  P SI-D ,  PSI-E, PSI-F ,  PS1-H —  po d jednos tk i  w chodzące  w skład fo to u k ła d u  I; P Q  —  plas toch inon ;  P Q H *  —  semichinon; P Q H ,
—  plas tochinol;  P700 —  c e n t ru m  reakcji  PSI; P680 —  c en t ru m  reakcji PSII;  PSI —  fo to u k la d  I; PSU  —  fo to u k la d  II; Q A  —  pierwszy 
c h in o n o w y  a k c e p to r  e lek t ro n ó w  w PSU; Q B  —  drug i  ch in o n o w y  a k c e p to r  e lek t ro n ó w  w PSU; Rieske Fe-S —  b ia łko  Rieske; IV
—  p o d je d n o s tk a  IV k o m p lek su  c y to ch ro m o w eg o  b/f.

oraz  ty lakoidy  stromy. Z achodzą  w nich reakcje 
świetlne fotosyntezy związane z syntezą A T P  oraz 
N A D P H . W nętrze ch lo rop las tu  wypełnia stroma, 
w której zachodzą reakcje ciemniowe fotosyntezy 
związane z asymilacją C 0 2. W błonach  ty lakoidowych 
występują 4 główne kom pleksy  białkowe uczestniczące 
w reakcjach świetlnych fotosyntezy: PSI, PSII, k o m 
pleks cy tochrom ow y b/f i syntaza A T P  (Ryc. 1). 
K om pleksy  te są heterogenne zarów no  pod względem 
składu jak  i funkcji. Rycina 2 przedstawia model 
organizacji błon ty lakoidowych. W centrum  gran 
występuje PSIIoc [1] charak teryzujący  się dużym  sys
temem antenow ym . W PSI lot s tosunek chi a /b  wynosi 
1.8-2, a wielkość anteny to 250 cząsteczek chlorofilu 
i 0,5 cy tochrom u b/f/ na cen trum  reakcji [2]. Pos iada  
on wewnętrzne anteny energetyczne (CP47 i CP43), 
silnie związane z białkam i rdzeniowymi zawierające 
ok. 80 cząsteczek chlorofilu a [3, 4] oraz zewnętrzne 
an teny  (CP25, CP27, C P29  i L H C II)  różniące się 
składem  biochemicznym, organizacją  s truk tu ra lną .

zawierające zm ienną ilość cząsteczek chlorofilu (a +  b) 
oraz ksantofile, i w różny sposób  zbierające energię 
[5-7]. Pierścień peryferyczny obejm ujący obrzeża gran 
stanowi PSIoc gdzie s tosunek chi a /b  wynosi 3.6, przy 
wielkości an teny  260-290 cząsteczek chlorofilu/P700 
[8], W lamellach strom y występuje głównie P S I (3, 
k tó ry  ma an teny  mniejsze o 60-70% niż PSIoc [8] oraz 
nieco P S I I (3 o an tenach  około  dw ukro tn ie  mniejszych 
niż PSIIot [9], P rekursorem  PSIIot jest p ra w d o p o d o b 
nie P S I I (3 [4], W czasie rozwoju plastydów PSIIP jest 
formą dom inującą . M u tan ty  chlorofilowa pozbaw ione 
PSI lot nie pos iadają  an ten  pochłaniających światło. 
PSI 17 obecny u m u ta n ta  jęczmienia chlorina f2, k tóry  
zawiera tylko 50 cząsteczek chlorofilu a i jest cał
kowicie pozbaw iony  chlorofilu b oraz LH C II ,  może 
być wejściową formą dla PSIIot. Z apoczą tkow ane  
syntezy chlorofilu b inicjuje tworzenie anten  wewnętrz
nych i pow staw anie  PSIIp. N astępnie  zachodzi przyłą
czenie an ten  zewnętrznych i powstaje PSIIot (Ryc. 3). 
Wielkość an ten  energetycznych PSII i PSI zależy od

Ryc. 2. M odel  organizacji  ty lak o id ó w  ilustru jący  la te ra lną  he te ro g en n o ść  rozm ieszczenia  k o m p le k só w  b ia łkow ych  w błonach.  P S Ia  ( P S I [3) 
i PSIIoc (PSIIP) —  a  cen tra  ((3 cen tra)  I i II u k ład u  fotosyntezy.
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natężenia  światła  podczas wzrostu roślin [10]. D ługo
trwałe działanie niskich natężeń światła stymuluje 
pow staw anie  większych an ten  energetycznych za rów 
no w PSU ja k  i PSI, a wysokie natężenie światła 
pow oduje  zmniejszenie wielkości an ten  [11, 12], Z m ia 
ny w wielkości an ten  wiążą się ze zm ianam i zewnętrz
nych anten  P S I Ia  zarów no  pod  względem składu 
peptydow ego ja k  i zaw artości chlorofilu [13]. Jak 
stw ierdzono u Chlorella vulgaris an teny zewnętrzne 
m ogą  zawierać od  80 do  280 cząsteczek chlorofilu 
(a +  b) na kom pleks, najmniejsze an teny  P S I Ia  zawie
rają  210 cząsteczek Chi (a +  b) [14] a największe ok. 
400 cząsteczek Chi (a +  b) [15], M oleku larny  m echa
nizm regulacji wielkości an ten  jest nieznany. O b a  
fo toukłady  s trom ow e m ają  mniejsze systemy a n te n o 
we niż granowe, poniew aż pozbaw ione  są an ten  ze
w nętrznych [3, 16]. P o n a d  85%  PSII znajduje  się 
w ty lakoidach  gran, a tylko 15% w ty lakoidach  strom y 
i na  brzegach gran. N a to m ia s t  PSI z lokalizowany jest 
głównie w ty lako idach  s trom y (65%), a 35%  tego 
fo touk ładu  znajduje  się na  brzegach gran  [6]. K o m 
pleks cy tochrom ow y b/f  jest rozmieszczony ró w n o 
miernie pom iędzy o b a  typy błon, choć różni się 
za rów no  składem  jak  i funkcją [17], U o rganizm ów  
eukario tycznych  i sinic sk łada  się on z 4 głównych 
polipeptydów: cy toch rom u  f, cy tochrom u b, białka 
Rieskego i pod jednostk i  IV [18]. W kom pleksie  tym 
stw ierdzono p o n a d to  obecność białek niskocząstecz- 
kowych ( <  10 kD a) i p lastocjaniny [19]. Cząstki 
kom pleksu  cy tochrom ow ego  b/f  pochodzące  z błon 
granow ych i s trom ow ych  w ykazują  pewien stopień 
heterogenności wyrażający się zm ienną zawartością  
b iałka 4 kD a, p lastocjaniny oraz  bliżej nie poznanego 
białka 15 k D a  [20, 21]. Poniew aż wyizolowany k o m 
pleks cy tochrom ow y b/f  jest mieszaniną m onom eru  
i d im eru [22] t o w g C r a m e r a  i w s p .  [23] przejście 
m onom er-d im er  może być m echanizm em  regulującym 
cykliczny i niecykliczny t ran sp o r t  e lek tronów  w chlo
roplastach, fo rm a dim eryczna byłaby odpowiedzialna 
za liniowy t ran sp o r t  e lektronów, a forma m ono- 
meryczna za nieliniowy. W ysoki stosunek NA- 
D P H / N A D P + preferuje cykliczny tran sp o r t  e lek tro 
nów, kom pleks cy tochrom ow y b/f funkcjonuje wtedy 
w formie monom erycznej; s tąd t ranspo r t  liniowy prze
biegałby w obrębie  gran, a cykliczny wyłącznie w o b 
rębie ty lakoidów  stromy. Cykliczny tran sp o r t  e lek tro 
nów może być m echanizm em , k tóry  w w arunkach

Ryc. 3. Schem at  ob jaśn ia jący  e tapy  p o w s ta w a n ia  an ten  energetycz
nych w PSII .  O b jaś n ien ia  w tekście.

zagrożenia  fotoinhibicją rozprasza energię w zbudzenia  
w obrębie PSII przez dezaktywację termiczną, co 
stw ierdzono eksponu jąc  rośliny na światło o wysokim 
natężeniu [24, 25]. Syntaza A T P  występuje na  brze
gach gran oraz  w ty lakoidach  stromy [26]. Szczegóło
wo budow ę m oleku la rną  błony tylakoidowej op isano  
w artykule  przeglądow ym  [6].

III. M olekularna organizacja błon tylakoido- 
wych w warunkach niskiego i w ysokiego  
natężenia światła

N a  schemacie (Ryc. 4B) p rzedstaw iono  zm iany 
adap tacy jne  zachodzące w obrębie b łon ty lakoido- 
wych spow odow ane  długotrw ałym  działaniem  niskich 
i wysokich natężeń światła. Światło o niskim stężeniu 
s tymuluje pow staw anie  dużych anten  peryferycznych 
PSIIa . Zw iązane jest to ze zwiększoną syntezą c h lo ro 
filu b i ksantofili, głównie luteiny. Taki skład b a rw 
nikowy umożliwia lepsze wykorzystanie światła nie- 
bieskozielonego [27]. W w arunkach  niskiego natęże
nia światła, gdzie jest ono  czynnikiem ograniczającym  
fotosyntezę stw ierdzono 50-70% obniżenie ilości c y to 
ch ro m u  b-559, cy tochrom u b-563, cy toch rom u  f, plas- 
toch inonu  (w przeliczeniu na zaw artość chlorofilu) 
[28]. W silnym świetle, gdzie czynnikiem ogran icza ją 
cym fotosyntezę jest szybkość tran sp o r tu  e lektronów, 
n o to w an o  zwiększenie ilości cy tochrom u f [29]. Natę-

A. Krótkotrwałe adaptacje

B. Długotrwałe adaptacje

PS II rdzeń 
,wew LHC II 
, zew LHC II

PS II rdzeń 
.wew, LHC II wolny zew. LHC II

[ f |  PS I ' f  fosforylacja białka

Ryc. 4. S chem at  przedstaw ia jący  k ró tk o te rm in o w e  i d łu g o te rm in o 
we zm iany  ad ap tacy jn e  zachodzące  w obręb ie  błon  tylakoi-  
dow ych  na  skutek  dzia łan ia  świa tła  lub tem pera tu ry .
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żenie światła  s tanow i czynnik regulujący syntezę ch lo
rofilu a i b, co przejawia się zwiększeniem stosunku  Chi 
a /b  w świetle o dużym  natężeniu, ponieważ obn iżona 
jest synteza Chi b. P o n a d to  w w arunkach  wysokigo 
natężenia  światła obserwuje się zwiększenie zawartości 
[3-karotenu i mniej ksantofili (głównie luteiny i neo- 
ksantyny) w po ró w n an iu  z roślinami rosnącym i w nis
kich natężeniach  światła [30], Liniowa zależność p o 
m iędzy ilością p las toch inonu , cy tochrom u f, podjed- 
nos tkam i CF1 syntazy A T P  a natężeniem światła, 
sugeruje, że m echanizm  regulujący biosyntezę tych 
zw iązków  jest p o d o b n y  [31], S truk tu ra  a p a ra tu  foto- 
syntetyczngo roślin wyższych rosnących w niskich 
natężeniach  światła, jest tak a  jak  u roślin cieniolub- 
nych lub rosnących w świetle w zbogaconym  w czer
wień. N a to m ia s t  rośliny rosnące w wysokich natęże
niach światła wytw arzają  ap a ra t  fotosyntetyczny jak  
rośliny św iatło lubne lub rosnące w świetle w zbogaco
nym w światło niebieskie [32-34], Badania  H u m -  
b e c k a  i w s p .  [35] pokazały, że światło niebkieskie 
s tosow ane  podczas w zrostu  glonów Scenedesmus p ro 
wadziło  do  takich sam ych zm ian jak  niskie natężenia 
światła  białego; na tom ias t  światło czerwone, p o w o d o 
wało takie zm iany jak  wysokie natężenia światła 
białego. G lony  rosnące w świetle niebieskim cechowała 
większa zaw artość  chlorofilu i L H C II w komórce, 
w p o ró w n an iu  z rosnącym i w świetle czerwonym. 
W yniki tych badań  dow odzą, że różnice adap tacy jne  
do  światła niebieskiego i czerwonego u glonów mogły

wynikać z przystosow ania  do środowiska, w którym  
żyją, poniew aż ze wzrostem głębokości zwiększa się 
pochłanianie  światła czerwonego, a dociera głównie 
światło niebieskozielone [36], Podsum ow ując , rośliny 
p rzystosow ane do wysokich natężeń światła cechują 
następujące param etry : mniej ty lakoidów  p rzy p ad a ją 
cych na  g ranum , mniej L H C II  i chlorofilu b; wykazują 
na tom ias t  wyższą w artość s tosunku chlorofilu a/b, 
zwiększoną zaw artość  przenośników  elek tronów  (np. 
cy toch rom u  f, ferredoksyny), m ają  wyższe natężenie 
reakcji Hilla o raz  wyższe natężenie wiązania C 0 2 [30, 
32, 37], Z m iany  w arunków  świetlnych, za rów no  n a tę 
żenia ja k  i jakości obejm ują np. liść, ko ronę  drzew, łan, 
piętra lasu i zbiorniki wodne.

IV. R ozdział energii świetlnej pom iędzy PSI 
i PSII —  przejście ze stanu 1 do stanu 2

M echanizm  m olekularny  wyjaśniający w jaki sp o 
sób w arunk i świetlne wpływają na rozdział energii 
pom iędzy PSI i PSII nazyw am y przejściem od stanu  
1 do s tan u  2 (Ryc. 5). W w arunkach  k ró tko trw ałego  
działania  silnego światła, pula p las toch inonu  ulega 
redukcji (stan 2), a k inaza zw iązana z cy tochrom em  b/f 
aktywacji, i fosforyluje głównie białko 25 k D a  an ten  
energetycznych zewnętrznych PSI 1(3. L a r s s o n  
i A n d e r s s o n  [38] wydzielili z liści szpinaku  dwie 
klasy LH CII: 25 oraz 27 k D a  i stwierdzili, że w skład 
mobilnej puli peryferycznej, wchodzi głównie białko 25

Ścieśnione Nieścieśnione

Ryc. 5. S chem at  o b razu jący  przejście ze s ta nu  
1 do  s ta nu  2 pod  w pływ em  światła . 
O pis  w tekście. hv
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kD a. Fosforylacja  białek ty lakoidow ych PSII przez 
ak ty w o w an ą  światłem kinazę pow oduje  obniżenie 
tran sp o r tu  e lek tronów  w obrębie  PSII  [39], A ktyw 
ność kinazy jest regulow ana za rów no  przez stan 
redoks puli p lastoch inonow ej [40, 41] jak  i stosunek 
A T P /A D P ;  A D P  jest inh ib itorem  kinazy, nawet w o b e 
cności z redukow anego  p las toch inonu  [42, 43]. Stwier
dzono , że ak tyw ność  kinazy F H C II  w ym aga  obecności 
kom pleksu  cy tochrom ow ego  b/f  [44]. U  m u tan tó w  
Lemma  pozbaw ionych  kom pleksu  cy tochrom ow ego  
b/f  s tw ierdzono brak  fosforylacji F H C II ,  podczas gdy 
fosforylacja innych białek PSII  była n iezmieniona 
[45]. A utorzy  uważają, że k o n tro la  aktyw ności kinazy 
F H C I I  znajduje  się w miejscu Q o  (utleniającym plas- 
tochinol) kom pleksu  cy tochrom ow ego  b/f, a za fos- 
forylaję białek PSII odpow iedzialne są różne kinazy. 
G a l  i w s p. [46] wykazali, m e to d ą  im m unologiczną, 
że k inaza F H C I I  z lokalizow ana jest na  brzegach gran, 
co jest spójne z koncepcją, że F H C I I  tylko z tej części 
g ran  ulega przemieszczaniu do  lamełli stromy. F o s 
forylacja białek F H C II  pow oduje  zm ianę ich s truk tu ry  
trzeciorzędowej, rozpad  form trim erycznych na m o n o 
mery, k tóre  następnie  oddysocjow ują  z P S I Ia  i p rze
mieszczają się latealnie do  m em b ran  strom ow ych  gdzie 
ulegają asocjacji z PSI(3 [47-49]. Przemieszczanie się 
an ten  F H C II  z lamelli g ranow ych do  strom ow ych 
potwierdziły b ad an ia  z zastosow aniem  m ik ro sk o p u  
e lek tronow ego i techniki ,Jfeeze-fracture” [49]. Asoca- 
cję F H C II  z P S I (3 ud o w o d n io n o  przy pom ocy  sp ek tro 
skopii fluorescencyjnej [50], G dy  pu la  P Q H 2 ulega 
utlenieniu (stan t), obniża  się ak tyw ność  kinazy i za
chodzi defosforylacja F H C II  przy udziale fosfatazy,

a u tra ta  ład unku  ujemnego powoduje  jego p o w ró t  do 
gran  i połączenie z PSI la. Powstaje tr im er  F H C II  
będący an teną  peryferyczną PSII. Strategia ta  zm niej
sza wielkość an ten  P S I Ia  a zwiększa PSIfk Jest to 
k ró tko trw a ły  regula torow y mechanizm  chroniący  
PSII przed fotoinhibicją i pozwalający na ró w n o m ie r
ny rozdział energii wzbudzenia  pomiędzy o b a  fotosys- 
temy. A dap tac ja  ta funkcjonuje na etapie pos t trans-  
lacyjnej modyfikacji istniejących białek. Brak jest 
je d n a k  bezpośrednich danych  doświadczalnych, że 
ufosforylowny F H C II  może przekazywać energię do 
PSI (3. H o r t o n  i B l a c k  [39] uważają, że fosforyla
cja F H C II  i dysocjacja z PSII pozw ala jedynie  na 
zmniejszenie przekazu energii wzbudzenia  do  centrów  
PSII. J a n s s o n  i w s p .  [51] wykazali, że b iałka 
F H C II ;  25 i 27 k D a  są p ro d u k tam i różnych cap genów. 
A dap tac ja  d ługo term inow a do  wysokich natężeń  świa
tła m oże więc być realizowana na etapie transkrypcji  
i prow adzić  do  zm ian  stechiometrii PSI i PSII. Obecnie  
uw aża się, że ten sam „czujnik redoksow y” o dpow ie 
dzialny jest za rów no  za zmianę s tanów  (adaptac ja  
k ró tko te rm inow a)  jak  i stechiometrię uk ładów  (ad ap 
tacja d ługoterm inow a) [48, 52], P ro p o n o w an y  przez 
A l l e n a  i N i l s s o n a  (1997) m echanizm  adaptac ji  
p rzedstaw iono  na  rycinie 6. Term in „czujnik redok- 
sowy” jest p ro p o n o w an y  dla przenośnika  e lek tronów  
zlokalizow anego w b łonach ty lakoidow ych c h lo ro 
plastów lub w wewnętrznej błonie m itochondrialnej.  
Czujnik ten kon tro lu je  ekspresję genów poprzez  zm ia
ny potencjału  oksydoredukcyjnego  powstające przy 
jego autofosforylacji, p row adząc  w końcow ym  efekcie 
do  fosforylacji regula tora  odpowiedzi redoks. Regula-

zm niejszenie anten PS II 
zw iększenie anten PS I 

przejście do stanu 2

zmniejszenie transkrypcji psb 
zw iększenie transkrypcji psa 
wzrost stechiometrii PSI/PSII

Ryc. 6. M e ch an izm  k ró tk o te rm in o w e j  i d ługo te rm inow e j  
adap tac j i  a p a r a tu  fo tosyn te tycznego  p oprzez  k o n t 
rolę s ta nu  red o k so w eg o  fo to u k ła d ó w  (wg [48], 
zmodyfikowane) .  O b jaśn ien ia  w tekście.

adaptacja krótkoterm inowa adaptacja długoterm inowa
zmiana stanów zmiana stechiometrii

układów
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to r  odpow iedzi redoks na tom ias t,  jest białkiem wiążą
cym się z D N A , k tó rego  fosforylacja jest niezbędna do 
przyłączenia  polim erazy RNA i inicjacji transkrypcji 
genu. W edług A l l e n a  „czujnik redoksow y” (ang. 
redox sensor) zawiera  dom enę  czujnikową oraz regula
to row ą, i jeśli kinetycznie faw oryzow ana jest d roga  
w ew nątrzcząsteczkow ego przeniesienia fosforanu to 
fosforylacja a sp a rag in ianu  (Asp) dom eny regu la to ro 
wej czujn ika  inicjuje aktywację  kinazy L H C II  (stan 2) 
i m am y  do  czynienia z adap tac ją  k ró tko te rm inow ą. 
Jeśli na tom ias t  k inaza jest w pełni zak tyw ow ana, 
zachodzi fosforylacja asparag in ianu  „ regula tora  o d 
powiedzi redoksow ej”, (ang. redox response regulator) 
odpow iedzia lnego  za regulację stechiometrii fotosys- 
tem ów  (adap tac ja  d ługoterm inowa). O d b y w a  się to 
poprzez  kon tro lę  ekspresji genów a „czujnikiem” jest 
s topień  redukcji puli p lastochinonow ej [53]. Stwier
dzono  [54], że 10-krotne obniżenie natężenia  światła 
po w o d o w a ło  u glonu Dunaliella tertiolecta  już  w ciągu 
9 h cz te rok ro tny  wzrost lhcb m R N A  i t rzykro tne  
zwiększenie zawartości LH C II .  E s c o u b a s  i w s p .  
[55] wykazali, że ekspresja genu Lhcb  jest regulow ana 
na poziom ie transkrypcji.

W niskiej tem pera tu rze  brak jest migracji L H C II  
choć k inaza  jest ak ty w o w an a  [56]. Brak przemiesz
czania  L H C II  w tych w aru n k ach  związany jest z m niej
szą p łynnością  dw uw ars tw y  lipidowej. K ry tyczną tem 
p era tu rą  jest 10 C. D ynam iczne i odw racalne  zmiany 
w organizacji błon ty lakoidow ych obserw ow ano  ró w 
nież po  k ró tko trw a ły m  działaniu wysokich tem p era 
tur. Powyżej 30 C obserwuje się, że zewnętrzne anteny 
energetyczne PSI l a  oddysocjow ują  od fo toukładu  
(Ryc. 4A), ale nie migrują do m em bran  stromowych. 
Anteny zewnętrzne pozosta ją  w granach, a do błon 
s trom ow ych migruje reszta kom pleksu  PSI la  i łączy 
się z PSI [3. W tym p rzypadku  ciepło indukuje  o b 
niżenie energii w zbudzenia  PSI la  i chroni przed foto- 
destrukcją.

V. Fotoinhibicja

W ysokie natężenia  światła działa destrukcyjnie głó
wnie na PSII [57-59], Czułym wskaźnikiem  zaburzeń 
w błonach  ch loroplastow ych są pom iary  indukow anej 
fluorescencji chlorofilu a [60], F luorescencja rejest
row ana  w tem pera tu rze  pokojowej pochodzi głównie 
z PSII, na tom ias t  schłodzenie liści do 77 K pozwala 
uzyskać w idm o emisji fluorescencji obu fo toukładów. 
Pom iary  sygnału indukow anej fluorescencji ujawniły, 
że nadm ierne  oświetlenie liścia pow odow ało  obniżenie 
fluorescencji. Dotyczyło to fluorescencji m aksymalnej 
(Fm), zmiennej (Fv), fluorescencji piku (Fp) i s tanu  
stac jonarnego  (Ft). N a to m ias t  fluorescencja p o d s ta 
wowa (Fo) zależała od ga tu n k u  i w arunków  wzrostu 
roślin [61]. Rozm iary fotoinhibicji najlepiej odzw ier
ciedla stosunek fluorescencji zmiennej do m aksym al
nej (Fv/Fm), który jest m iarą  potencjalnej wydajności 
pierwotnych reakcji fotochemicznych PSII. Fo to in -

hibicji towarzyszy obniżenie wartości F v /F m  [62, 63], 
Przyczyną obniżenia intensywności fluorescencji może 
być zwiększenie termicznego rozpraszania  energii 
w zbudzenia  w kom pleksach  an tenow ych PSII spow o
dow ane  tworzeniem zeaksantyny  z w io laksantyny  
w cyklu ksantofilowym [64], D ługotrw ałe  działanie 
wysokich natężeń światła na rośliny prow adzi do 
u tra ty  aktywności fotochemicznej PSII oraz  d eg rad a 
cji b ia łka D l .  (Ryc. 7). Przypuszcza się, że nadm ierne 
natężenie światła pow oduje  znaczną redukcję puli P Q  
[65], a przez to akum ulację  rodn ików  chinonow ych 
w miejscu Q B białka D l .  Aniony te m ogą  ulegać 
autooksydacji  pod  wpływem tlenu cząsteczkowego 
z w ytworzeniem an ionu  ponadtlenkow ego , k tóry  in
duku je  reakcje prow adzące  do  pow stan ia  rodn ików  
hydroksylowych. R odniki hydroksylow e i tlenowe 
odpowiedzialne są za uszkodzenie białka D l ,  a w k o n 
sekwencji za jego degradację  [60, 65, 66]. Degradacja  
b iałka D l  w centrach  P S I Ia  pow oduje  częściowy 
rozpad  rdzeniowego kom pleksu  PSII, a następnie 
indyw idualną  migrację n iek tórych  podjednostek  k o m 
pleksu do ty lakoidów  s trom ow ych [67], Przypuszcza 
się, że ruch podjednostek  PSII ze ścieśnionych regio
nów ch loroplastów  do nieścieśnionych jest elementem 
cyklu napraw czego PSII [67, 68], W iadom o, że p rek u 
rsor białka D l  jest w budow yw any  do błony lamelli 
s trom ow ych, gdzie łączy się z pozostałym i k o m p o n e n 
tami kom pleksu tw orząc  PSIIa; PSII|3 jest o d porny  na 
fotoinhibicję [9]. Procesy odpow iedzialne za ro zp ra 
szanie energii w zbudzenia  i adap tac ję  ap a ra tu  fotosyn- 
tetycznego do światła o zwiększonej intensywności, 
a także reaktywacja  PSII spełniają w ażną rolę w utrzy
m aniu  aktywności fotosyntetycznej roślin w w a ru n 
kach nadm iernego  oświetlenia. P o d a tn o ść  roślin na 
fotoinhibicję jest zde te rm inow ana  genetycznie, a p o 
n ad to  zależy od przystosow ania  roślin do wzrostu 
w określonych w arunkach  świetlnych [69, 70], Rośliny 
rosnące w w arunkach  słabego oświetlenia ulegaj sil
niejszej fotoinhibicji pod  wpływem nagłego wzrostu

Silne światło

ł

Ryc. 7. R ozpad  PSII  po  degradacj i  b ia łka  D l  na  sku tek  dzia łan ia  
si lnego światła.
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natężenia  światła niż rośliny rosnące w wysokich 
natężeniach światła, gdyż posiadają  one bardziej roz
budow ane  układy zbierające światło [57, 69, 70], 
Światło i stresy ś rodow iskow e wywierają synergistycz- 
ny wpływ na proces fotoinhibicji [71-73], Synergizm 
przejawia się w większym stopn iu  na poziom ie o c h ro 
ny i napraw y niż w procesie fotoinaktywacji. Stwier
dzono  różną wrażliwość na  fotoinhibicję u różnych 
ga tu n k ó w  roślin. M oleku la rny  m echanizm  foto inh ib i
cji op isano  w pracy [74].

VI. Regulacja organizacji i funkcji błon tyla
koidowych

M echanizm  optym alizujący wielkość kom pleksów  
w b łonach fotosyntetycznych poprzez zm iany pól 
m etabo li tów  kom órkow ych  regulow any jest w a ru n 
kam i środowiskowymi. G łó w n ą  rolę w transmisji 
sygnałów środow iskow ych odgryw ają  tu  A T P  
i N A D P H ,  k tó rym  przypisuje się is to tną  rolę w regula
cji ekspresji genów [21], N iek tó re  czynniki środow is
kowe pow odu ją  ham ow an ie  tran sp o r tu  elek tronów  
w obrębie PSII. W takich w aru n k ach  przenośniki 
e lek tronów  pom iędzy d w o m a  fotosystem am i są utle
nione (identyfikacja sygnału). H am ow an iu  niecyklicz
nego tran sp o r tu  e lek tronów  towarzyszy wzmożenie 
t ran sp o r tu  cyklicznego i zwiększenie syntezy A T P  co 
pow oduje  wzrost s to sunku  A T P /N A D P H  w stromie
[75]. M odulac ja  puli A T P /N A D P H  odgryw a w ażną 
rolę w transmisji sygnału środowiskowego. (Ryc. 8). 
M oże ona  przejawiać się w dw óch k ierunkach: a. 
poprzez regulację ekspresji genów dla wzm ożenia  
syntezy kom pleksu  PSII, b. poprzez wzrost aktywności 
p ro teaz  degradujących  inne ko m p o n en ty  błon tylakoi- 
dów. O dpow iedź  błon fo tosyntetycznych (adaptacja) 
jest k o o rd y n o w an a  poprzez biosyntezę i degradację  
kom pleksów  w ch loroplastach. Poniew aż część białek 
kom pleksów  chloroplastow ych k o d o w an a  jest zarów-

Sygnał środowiskowy

i
Identyfikacja sygnału 

(wpływ na transport elektronów w chloroplastach)

i
Modulacja puli ATP/NADPH

ł
Transdukcja i transformacja sygnału 

(ATP, NADPH)

f ' 1
Regulacja Fosforylacja

ekspresji genu białek tylakoidowych

(biosynteza) \ (degradacja)
Odpowiedź (adaptacja)

Ryc. 8. Schem at regulacji  s t ru k tu ry ,  o rganizacji  i funkcj i  błon 
fo tosyn te tycznych  poprzez  m odu lac ję  pól m etabo l i tów .  
O p is  w tekście.

no przez genom  własny jak  i jądrow y, transm isja  
sygnału w ym aga w spółdziałania  obu  genomów. Regu
lacja i koo rdynac ja  genom ów  w procesie tran sk ry p 
cji/translacji o raz  biosyntezy/organizacji kom pleksów  
błon ty lakoidow ych nie jest w pełni wyjaśniona.

VII. Podsum owanie

Z m ian a  w aru n k ó w  świetlnych podczas w zrostu  roś
lin prow adzi do  pow stan ia  w obrębie błon ch lo rop las
towych przystosow ań w arunkujących  utrzym anie  a k 
tywności fotosyntetycznej roślin w wyniku:
1) syntezy nowych kom p o n en tó w  fo toukładów  lu b /o 
raz p rzenośników  elek tronów
2) zm iany rozdziału energii pomiędzy P i l  i PSI w sku
tek przemieszczania się kom pleksów  białkowych
3) chwilowej degradacji o raz odbudow yw an iu  uszko
dzonych struk tur.

Napisanie tego artykułu było możliwe dzięki sfinansowaniu 
przez G rant KBN 6 P 0 4 C  001 14 uczestnictwa autorki w XI 
Międzynarodowym Kongresie Fotosyntetycznym.

A rtyku ł  otrzymano 24 września 1998 r. 
Zaakceptowano do druku 23 listopada 1998 r.
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SPRAWOZDANIE

Nadanie bibliotece Instytutu Biochemii 
i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk imienia 
Józefa Hellera

W  dniu 24 listopada 1998 roku w  Instytucie Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk na posiedzeniu 
Rady Naukowej odbyła się uroczystość nadania instytutowej bibliotece imienia Prof. Józefa Hellera, 
założyciela i pierwszego dyrektora Instytutu. Na posiedzenie przybyła Rodzina Profesora: Jego córki, p. Maria 
Heller z mężem i p. Zofia Wojnowska, oraz wnuczka i trzej wnukow ie , jeden z nich z zoną, a także prawnuk 
i prawnuczka. Obecny był także prof. Tadeusz Korzybski, dziś emerytowany kierownik Zakładu Biochemii 
Porównawczej PAN —  zaczątku Instytutu tworzonego przez Prof. Hellera. W audytorium Instytutu 
uroczystość zagaił w itając Gości dyrektor IBB, prof. Włodzimierz Zagórski-Ostoja. Następnie jeden z p ie rw 
szych uczniów prof. Hellera, prof. Przemysław Szafrański, nakreślił Jego sylwetkę i przypomniał historię 
organizowania przez Profesora Zakładu Biochemii Polskiej Akademii Nauk obejmującego początkowo kilka 
pracowni, a przekształconego w  Instytut Biochemii i Biofizyki PAN w  1 957 roku. W  swoim przemówieniu prof. 
Szafrański podkreślił jak dalekowzroczną wizję k ierunków badań w  Instytucie miał Prof. Heller, a także Jego 
zasługi w  promowaniu w yn ikó w  już prowadzonych badań na międzynarodowym forum naukowym. Gość 
Instytutu, prof. W acław Szybalski, który m ów ił o przedwojennych czasach lwowskich swojej znajomości 
z Profesorem, wspom nia ł tez o swojej wizycie w  Instytucie w  latach 60-tych i zaskoczeniu bardzo trudnymi 
warunkami pracy w  laboratoriach w  zestawieniu z publikowanym i znaczącymi osiągnięciami naukowymi. 
Odsłonięcia tablicy z napisem „B ib lio teka im. Józefa Hellera'' umieszczonej w  holu wejśc iowym  Instytutu 
dokonała prof. Maria M. Jeżewska, ostatnia doktorantka Profesora. Po zwiedzeniu biblioteki Goście wraz 
z prof. prof. Jeżewską, Korzybskim, Szafrańskim, Zagórskim i doc. Wielgatem w  gabinecie Dyrektora przy 
kawie wspominali różne zdarzenia z życia z prof. Hellera. Przywołano czas Jego medycznych studiów, 
rozpoczętych w  1916 r. na Uniwersytecie Jana Kazimierza we Lw ow ie  i przeplatanych kilkuletnią służbą 
w  Legionach Piłsudskiego. Wspomnienia o wykładach chemii fizjologicznej i f iz jologii na Tajnym U n iw er
sytecie Warszawskim w  czasie okupacji niemieckiej, wywózce w  1944 roku do obozu pracy w  Hanowerze 
i o służbie wojskowej po wyzwolen iu  przez a liantów w  Polskich Siłach Zbrojnych na Zachodzie, uświadomiły 
nam niezłomny patriotyzm Profesora i Jego wewnętrzną potrzebę podejmowania rozmaitych społecznych 
działań nawet w  bardzo trudnych warunkach. 0  tym głębokim poczuciu społecznych powinności świadczy 
powojenna, wszechstronna działalność Profesora na rzecz odbudow y i rozwoju polskiej biochemii —  nauko
wa, dydaktyczna, organizacyjna i wydawnicza. Po powrocie do Polski w  1946 r. Profesor objął Katedrę 
Fizjologii Zwierząt na Wydziale Przyrodniczym Uniwersytetu we W rocław iu jednocześnie organizując filię 
Państwowego Zakładu Higieny w  Szczecinie. W 1951 r. przeniósł się do Warszawy na Katedrę Chemii 
Fizjologicznej Akademii Medycznej. Rok później powstał Komitet Naukowy Biochemii i Biofizyki Polskiej 
Akademii Nauk, któremu Profesor przewodniczył do 1969 r. realizując powierzone Mu zadanie stworzenia 
centralnej placówki biochemicznej —  Instytutu Biochemii i Biofizyki. Wspomnieliśmy spokojny sposób bycia 
Profesora nie zdradzający Jego rozlicznych obow iązków jak udział w  Radach Naukowych wielu placówek 
naukowych, praca organizacyjna i redaktorska na rzecz licznych czasopism naukowych, krajowych i za
granicznych, czy reprezentowanie Polski w  Międzynarodowej Unii Biochemicznej, której był v ice-prezyden- 
tem przez 6 lat. Jego umiłowaniem była jednak nauka i zawsze znajdował czas na pogawędki w  laboratoriach
0 naszych badaniach. Córki Profesora wspominały Jego u lubiony obiekt doświadczalny —  jedwabnik i 
snujące kokony nawet w  domu Profesora i ko lorowe wilczomleczki oraz Jego wspaniałą pamięć pełną nie 
tylko naukowych teorii i w iadomości z różnych dziedzin lecz także „I l iady ' ' po grecku, ksiąg „Pana Tadeusza”
1 różnych piosenek wojskowych. Czas niestety szybko zbiegł i wiele zdarzeń i refleksji związanych z postacią 
prof. Hellera, tak zasłużonego dla życia naukowego b iochem ików w  Polsce, pozostało niewypowiedzianych.

M aria  M . Jeżewska
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Sprawozdanie z II Konferencji poświęconej 
pamięci Prof. Jana Jakuba Parnasa

Myślą i wolą wszystkich tych, którzy poczuwają się do dziedzictwa naukowego Profesora Jana Jakuba 
Parnasa, w  Gdańsku, w  dniach 11— 1 3 września 1 998 roku odbyła się druga, polsko-ukraińska konferencja 
poświęcona pamięci tego wielkiego biochemika. Doszło do niej dzięki ogromnemu zaangażowaniu dwóch 
osób: prof. Rostislava Stoiki ze Lwowa i prof. Stefana Angielskiego z Gdańska. Konferencja znalazła tez swoją 
unikalną oprawę w  Starym Gdańsku, jako ze została wkom ponow ana  w  l l l -c ie  Dni Ukrainy w  Gdańsku a jej 
obrady odbywały  się w  przepięknej sali Dworu Artusa.

Do udziału w  Konferencji zgłosiło się 112 osób, w  tym ponad 40 z Ukrainy. Przybyło tez sporo gości, 
przyjaciół Polski i Ukrainy z innych krajów: Austrii, Litwy, Ło tw y, Szwajcarii, Szwecji i USA.

Po ofic ja lnym otwarciu Konferencji i jednocześnie Dni Ukrainy, po południu dnia 11 września, w łaściwe 
obrady rozpoczęły się następnego dnia rano sesją poświęconą roli wapnia w  regulacjach procesów 
biologicznych. Sesję tę zdom inowały dwa obszerne i świetnie przedstawione wykłady poświęcone pompie 
w apn iow e j w  błonach plazmatycznych (prof. Ernesto Carafoli, Zurich) oraz jonom wapnia jako czynnika 
regulującego funkcje wewnątrzkomórkowe (prof. Platon Kostyuk, K ijów). Z tymi też problemami wiązało się 
10, kole jno wygłoszonych komunikatów i kilkanaście doniesień plakatowych.

Sesja popo łudn iowa poświęcona została roli nukleotydów i tlenku azotu w  regulacji funkcji i metabolizmu 
komórek. W  problematykę sesji wprowadziły  uczestników konferencji dwa niezwykle ekscytujące wykłady 
o udziale tlenku azotu w: regulacji funkcji śródbłonka naczyń (prof. Ryszard Gryglewski, Kraków) oraz 
w  regulacji funkcji bijącego serca (prof. Tadeusz Maliński, Rochester). Sesję tę, po wysłuchaniu 6-ciu 
kolejnych doniesień, zamknął wykład wieczorny poświęcony roli integryn w  procesie morfogenezy (prof. 
Reinhard Faessler, Lund). Dalsze obrady tego dnia przeniesiono do znajdującego się nieopodal ,,Cotton 
C lub", gdzie, przy dobrym jedzeniu, zimnym piwie i lwowskich piosenkach uczestnicy Konferencji gorąco 
dyskutowali do późnych godzin wieczornych.

Drugi dzień obrad obejm ował szerokie spektrum zagadnień, z których szczególnie uwypuklona została rola 
cytokin. Osnową stały się wykłady: o roli jaką odgrywa transformujący czynnik wzrostowy beta w  procesach 
chorobow ych  (prof. Rostislav Stoika, Lw ów ),  o kontrolowanej śmierci m onocytów  (prof. Juliusz Pryjma, 
Kraków) i o genetycznie m odyfikowanych szczepionkach p rzec iw -now o tw orow ych  (prof. Andrzej M ac
kiewicz, Poznań).

Różnorodność poruszanych problemów i możliwość prezentowania odmiennych często spojrzeń na 
omawiane zagadnienia sprawiły, ze Konferencja znacznie przybliżyła do siebie dwa, dotychczas sztucznie 
rozdzielone, środowiska naukowe. Ukazała tez jak ogromne są chęci, ale i możliwości dalszej ich współpracy. 
Myślę, ze Konferencja ta w  oczach jej uczestników zostawiła trwały ślad w  myślach i chęć do kontynuowania 
tych spotkań w  latach następnych.

Jan Stępiński

A d d e n d u m
Z okazji II Konferencji Parnasowskiej został w ydany tom: „B iochem ia  K lin iczna” , autorstw a Stefana Angie lskiego, M. H. 
Dom iniczaka i Z. Jakubow skiego, w  ukraińskiej wersji językowej. Podręcznik przetłum aczyli: W. O. Loginskij, O. D. Lucik, 
L.W . M artyn iec i R.S. Stoika.
W nakładzie 1000 egzemplarzy w ydała tom  firma Perseusz, Sopot, Plac R ybaków  16.
100 egzemplarzy rozdano uczestnikom  Konferencji, a pozostałe 900 przekazano firm ie Cormay z Warszawy, która 
sponsoruje i rozprowadza podręcznik na Ukrainie.
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KOMUNIKATY

KOMUNIKAT ZARZĄDU GŁÓWNEGO
Niniejszym informujemy, ze na XVI Walnym Zebraniu Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w  dniu 1 6 

września 1998 r. w  Białymstoku zebrani cz łonkowie Towarzystwa wybrali w  głosowaniu tajnym prezesa 
i wiceprezesa, Komisję Rewizyjną oraz 14 cz łonków Zarządu.

Prezesem Towarzystwa została wybrana prof. dr hab. Jolanta Barańska (Warszawa), a wiceprezesem prof. 
drhab. Liliana Konarska (Warszawa). W  dniu 16grudn ia  1998 Zarząd G łówny ukonstytuował się następująco: 
Sekretarzem został doc. dr hab. Dariusz Stępkowski (Warszawa), Skarbnikiem -  dr Ewa Turska (Łódź), 
a członkami Prezydium Zarządu zostali: prof. dr hab. Edward Bańkowski (Białystok) i prof. dr hab. Lech 
Wojtczak (Warszawa). Członkami Zarządu są: dr Teresa Wesołowska (Szczecin), prof. dr hab. Roman 
Tarnawski (Katowice), dr hab. Piotr Laidler (Kraków), prof. dr hab. Stanisław Bielecki (Łódź), prof. dr hab. 
Aleksandra Kubicz (W rocław), prof. dr hab. Teresa Jakubow icz (Lublin), dr hab. M ichał Woźniak (Gdańsk), dr 
hab. Jan Głogowski (Olsztyn), dr Artur Jarmołowski (Poznań).

W  skład Komisji Rewizyjnej zostali wybrani:
prof. dr hab. Marta Stryjecka-Zimmer (Lublin) przewodnicząca oraz prof. dr hab. Barbara
Grzelakowska-Sztabert (Warszawa) i prof. dr hab. Jerzy Popinigis (Gdańsk) członkowie.

Informacja o XXXV Zjeździe Polskiego 
Towarzystwa Biochemicznego

XXXV Zjazd PTBioch odbędzie się w  Olsztynie w  dniach 13— 16 września 1999 roku. Zjazd organizują 
członkowie Oddziału Olsztyńskiego pracujący w  trzech Instytucjach Naukowych: Instytucie Rozrodu Zwierząt 
i Badań Żywności Polskiej Akademii Nauk (IRZiBŻ), Wyzszej Szkole Pedagogicznej (WSP) oraz Akademii 
Rolniczo-Technicznej (ART).

Powołany Komitet Organizacyjny Zjazdu ukonstytuował się w  następującym składzie:
prof. dr hab. Jan Głogowski (IRZiBZ) 
prof. dr hab. Elżbieta Kostyra (WSP) 
dr Maria M ło t (WSP) 
prof. zw. dr hab. Jerzy Strzezek (ART) 
prof. dr hab. Henryk Kostyra (IRZiBZ) 
prof. dr hab. Krystyna Żółtkowska (WSP) —  członek
dr hab. Zofia Luberda-Bieńkowska (ART) —  członek
dr Władysław Kordan (ART —  członek
dr Dariusz Hołody (ART) —  członek

przewodniczący 
w -ce  przewodnicząca 
sekretarz
przewodniczący Komitetu Naukowego 
w -ce  przewodniczący Komitetu Naukowego

Powołano także Komitet Zjazdu w  kład którego wchodzą: wo jew oda olsztyński, prezydent Olsztyna oraz 
rektorzy wyższych uczelni i dyrektorzy placówek naukowych, mających swoje siedziby na terenie Olsztyna.

Obrady Zjazdu odbywać się będą na terenie Olsztyna - Kortowa, w  obiektach Akademii Rolniczo-Technicznej. 
W domach akademickich, zlokalizowanych na terenie kampusu tej uczelni istnieje możliwość zakwaterowania 
wszystkich Uczestników a w  sto łówce akademickiej możliwość wyżywienia.
Prof. Jerzy Strzezek, przewodniczący Komitetu Naukowego, zwrócił się z pismem do wszystkich Oddzia łów 
naszego Towarzystwa o zgłaszanie propozycji Sesji Tematycznych. W ramach Zjazdu przewidziane jest 
spotkanie towarzyskie oraz organizacja wycieczek po atrakcyjnych terenach Warmii i Mazur.
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INFORMACJE

BioCentrum Kraków

Badawcze Laboratoria Usługowe 
Uniwersytetu Jagiellońskiego

Szanowni Państwo,

W ychodząc naprzeciw potrzebom krajowego środowiska naukowego oraz biorąc pod uwagę konieczność 
pełniejszego wykorzystania posiadanej nowoczesnej aparatury badawczej Uniwersytet Jagielloński utworzył 
B iocentrum -Kraków. Jednostka ta skupia obecnie sześć laboratoriów badawczych Instytutu Bio logii 
Molekularnej oraz Wydziału Chemii UJ, które podjęły się pełnić funkcje usługowe oraz szeroko pojęte 
doradztwo m etodyczno-naukowe w  zakresie nauk biomolekularnych obejmujących biochemię, biologię 
i chemię strukturalną, biologię komórki i genetykę molekularną. Analiza białek i kwasów nukle inowych 
stano w i serce nowoczesnych badań biomolekularnych i dlatego jest szeroko reprezentowana w  naszej ofercie.

O fe ru je m y  nasze usługi w  zakresie:

• chemii białek (wysokoczułe sekwencjonowanie, analiza aminokwasowa oraz wysoko
rozdzielcza spektrometria masowa białek i peptydów, elektroforeza i elektroblot białek do 
sekwencjonowania, przygotowanie map peptydowych na HPLC)

• biochemii kwasów nukleinowych (synteza i sekwencjonowanie DNA)
• technik inżynierii genetycznej (konstrukcje i izolacja plazmidów, przygotowanie map 

restrykcyjnych, ekspresja genów, izolacja RŃA i DNA, analiza Southern and Northern 
biot)

• cytom etrii przepływowej
• mikroskopii konfokalnej

Ponadto posiadamy w  sprzedaży preparaty wysokooczyszczonych proteinaz i ich bia łkowych inhib itorów.

Szczegółowe informacje znajdziecie Państwo w  Internecie na stronach In
stytutu Biologii Molekularnej UJ http://w w w .m ol.u j.edu.pl lub udzieli ich:
Doc. dr hab. Adam Dubin, BioCentrum Kraków, Instytut Biologii Molekularnej UJ, Al. M ickiewicza 3, 31 -1 20 
Kraków
e-mail: dubin@ m ol.u j.edu.p l; Fax: ( +  12)633-6907; Tel: ( +  1 2 )6 3 4 -1 3 -0 5  wew. 219

Nasze przedsięwzięcie nie je s t nastaw ione na zysk, ale na zapewnienie c iąg łe j go to w o śc i do pracy  
posiadanych nowoczesnych przyrządów  badawczych  —  dlatego tez nasze ceny są konkurencyjne.

POSTĘPY BIOCHEMII  45(1 ) ,  1999 69http://rcin.org.pl

http://www.mol.uj.edu.pl
mailto:dubin@mol.uj.edu.pl


Wskazówki 
dla autorów

W y d a w a n y  przez P o lsk ie  T o w a rz y s tw o  B io c h e m ic z n e  k w a r 
ta ln ik  „P o s tę p y  B io c h e m ii"  p u b lik u je  prace  p rz e g lą d o w e  o m a 
w ia ją c e  b ieżące o s ią g n ię c ia , ko n c e p c je  i k ie ru n k i b a d a w cze  
w  d z ie d z in ie  b io c h e m ii i n a uk  p o k re w n y c h ; p u b lik u je  tez  n o ty  
z h is to r ii b io c h e m ii, zasady p o ls k ie g o  s ło w n ic tw a  b io c h e m i
czn e g o , recenz je  n a d e s ła n ych  ks iążek oraz sp ra w o z d a n ia  ze 
z ja zd ó w , ko n fe re n c ji i szkó ł, w  k tó ry c h  b io rą  u d z ia ł c z ło n k o w ie  
T o w a rz y s tw a .

Prace p rzeznaczo ne  d o  p u b lik a c ji w  „P o s tę p a c h  B io c h e m ii"  
m o gą  m ieć  cha ra k te r a r ty k u łó w  m o n o g ra fic z n y c h  (d o  2 0  s tro n  
te k s tu  licząc  p iś m ie n n ic tw o  i ta b e le ), m in ire v ie w s  (d o  10  s tro n  
te k s tu ) , oraz k ró tk ic h  n o t o  n a jn o w s z y c h  o s ią g n ię c ia c h  i p o 
g lą d a ch  (d o  5 s tro n  te k s tu ).

A u to rz y  a r ty k u łu  o d p o w ia d a ją  za p ra w id ło w o ś ć  i śc is ło ść  p o d a 
w a n y c h  in fo rm a c ji oraz p o p ra w n o ś ć  c y to w a n ia  p iś m ie n n ic tw a . 
U ję c ie  prac w in n o  b yć  syn te tyczn e , a p rz e d s ta w io n e  z a g a d n ie n ie  
z ilu s tro w a n e  za p o m o c ą  ta b e l, ry c in , (w y k re s y , sch e m a ty , re a k 
c je ), w z o ró w  i fo to g ra f ii.

W skazan y  je s t p o d z ia ł a r ty k u łó w  m o n o g ra fic z n y c h  na ro zd z ia ły  
i p o d ro zd z ia ły , k tó ry c h  rze czo w e  ty tu ły  tw o rz ą  sp is  tre śc i. Z g o d 
n ie  z p rzy ję tą  k o n w e n c ją  ro zd z ia ły  noszą c y fry  rzym sk ie , p o d ro z 
d z ia ły  o d p o w ie d n io  rzym sk ie  i a rabsk ie  np. 1-1, I-2 . P o p ra w n o ść  
lo g iczn a  i s ty lis ty c z n a  te k s tu  w a ru n k u je  je g o  je d n o z n a c z n o ś ć  
i czy te ln o ść . A u to rz y  p rze to  w in n i u n ika ć  s k ła d n i o b co ję zyczn e j, 
g w a ry  la b o ra to ry jn e j, a także  o g ra n icza ć  s to s o w a n ie  d o ra źn ie  
tw o rz o n y c h  s k ró tó w , n a w e t jeże li b y w a ją  u ż y w a n e  w  p racach  
sp e c ja lis ty c z n y c h . Każda z n a d e s ła n ych  d o  R eda kc ji prac p o d le g a  
o ce n ie  s p e c ja lis tó w  i o p ra c o w a n iu  re d a kcy jn e m u . R edakcja  
zastrzega so b ie  m o ż liw o ś ć  sk ró ce n ia  te ks tu  i w p ro w a d z e n ie  
zm ian  n ie  w p ły w a ją c y c h  na treść  p racy, d e k la ru je  też g o to w o ś ć  
k o n s u lto w a n ia  te ks tu  z A u to ra m i.

P rzekazanie  a r ty k u łu  d o  re d a kc ji je s t ró w n o z n a c z n e  z o ś w ia d 
czen ie m , że nades łana  praca n ie  by ła  i n ie  bę dz ie  p u b lik o w a n a  
w  in n y m  czaso p iśm ie , jeże li zo s ta n ie  o g ło szo n a  w  „P o s tę p a c h  
B io c h e m ii" .  W  p rzyp a d ku , g d y  A u to r (z y )  z a m ie rza ( ją ) w łą c z y ć  
d o  s w e g o  a r ty k u łu  ilu s tra c je  p u b lik o w a n e  przez a u to ró w  prac 
c y to w a n y c h , na leży uzyskać i przekazać nam  o d p o w ie d n ią  zgo dę  
na p rzedruk.

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

TEKST: M a sz y n o p is  p o w in ie n  być  n a p isa n y  je d n o s tro n n ie  
c z c io n ką  w ie lk o ś c i s ta n d a r to w e j, z p o d w ó jn ą  in te r lin ią , z le w ym  
m a rg ine sem  ok. 4  cm .
W  te kśc ie  n ie  na leży s to s o w a ć  ża d n ych  p o d k re ś le ń , an i ro z 
s trze lo n e g o  d ru ku . E w e n tu a ln e  su g e s tie  co  d o  ch a ra k te ru  c z c io n 
ki d ru ka rsk ie j m o gą  A u to rz y  zaznaczyć o łó w k ie m  na m a rg ine sach  
m a szyn o p isu . W  p rzyp a d ku  s to s o w a n ia  w  te kśc ie  lite r a lfa b e tu  
g re c k ie g o  trzeba na m a rg in e s ie  w p is a ć  o łó w k ie m  ich  fo n e ty c z n e  
b rzm ien ie .

Strona inform acyjna m a szyn o p isu  je s t n ie n u m e ro w a n a , za 
w ie ra  im io n a  i n a z w is k o  (a ) a u to ra  (ó w ) ,  n a zw y , ad resy w raz  
z num ere m  te le fo n u  z a k ła d ó w  (w  ję zyku  p o ls k im  i a n g ie ls k im ), 
w  k tó ry c h  p ra cu ją  a u to rzy , adres d o  k o re s p o n d e n c ji, nr te le fo n u

i e w e n tu a ln ie  fax , ad resy p ry w a tn e  a u to ró w , ty tu ł  a rtyku łu  
w  ję zyku  p o ls k im  i a n g ie ls k im  oraz —  w  p ra w y m  d o ln y m  rogu 
—  liczbę  ta b e l, ryc in , w z o ró w  i fo to g ra f ii oraz s k ró t ty tu łu  pracy 
(d o  25  z n a k ó w ).

Strona 1 (ty tu ło w a ) zaw ie ra  im io n a  i n a zw iska  a u to ró w , ty tu ł 
p racy  w  ję zyku  p o lsk im  i a n g ie lsk im , rze czo w y  sp is  treśc i tez 
w  o b u  języka ch , ty tu ł n a u k o w y  każdego  z a u to ró w  i ich  m ie jsce  
p racy  z adresem  p o c z to w y m  oraz w yka z  s to s o w a n y c h  s k ró tó w . 
Kolejno num erow ane dalsze strony o b e jm u ją  te k s t pracy, 
p iś m ie n n ic tw o , tab e le , p o d p is y  i o b ja śn ie n ia  ry c in , w z o ró w  
i fo to g ra f ii.

P IŚ M IE N N IC T W O : W ykaz  p iś m ie n n ic tw a  o b e jm u je  prace 
w  k o le jn o ś c i ich  c y to w a n ia  w  tekśc ie , zaznacza s ię  je  liczbam i 
p o rz ą d k o w y m i u ję ty m i w  n a w ia sy  k w a d ra to w e , np . [3 ,7 ,  9— 2 6 ]. 
O d n o ś n ik i b ib lio g ra f ic z n e  w in n y  m ieć n o w ą  up ro szczo n ą  fo rm ę. 
S p o só b  c y to w a n ia  czaso p ism  (1 ) , m o n o g ra fii (2 ) ,  ro z d z ia łó w  
z ks iążek je d n o to m o w y c h  (3 ) ,  ro z d z ia łó w  z to m ó w  serii o p ra c o 
w a n e j przez ty c h  sam ych  re d a k to ró w  (4 ) ,  ro z d z ia łó w  z to m ó w  
serii o p ra c o w a n y c h  przez ró żn ych  re d a k to ró w  (5 )  w ska zu ją  
p o n iże j p o d a n e  p rzyk ła dy :

1. H ild e n b ra n d t GR, A ro n s o n  NN  (1 9 8 0 )  B io c h im  B io p h ys  
A c ta  631: 4 9 9 -5 0 2

2. B o s to c k  C J, S u m n e r A T  (1 9 7 8 ) The E u ka ryo tic  C h ro m o 
som e, E lsevier, N o r th -H o la n d , A m ste rdam

3. N o rb e rth  T, P isca to r M  (1 9 7 9 ) W : Friberg  L, N o rd b e rg  GF, 
V o n  V B  (re d ) H a n d b o o k  on  th e  T o x ic o lo g y  o f M e ta ls . 
E lsevier, N o r th -H o lla n d , A m s te rd a m , str. 5 4 1 -5 5 3

4. D e le j J , Kesters K (1 9 7 5 ) W : F lo rk in  M , S to tz  EH (re d ) 
C o m p re h e n s ive  B io c h e m is try  t 29 B . E lsevier, N o r th -H o l
land  A m s te rd a m , str. 1 -7 7

5. Franks NP, L ieb  W R  (1 9 8 1 ) W : K n ig h t CG (re d ) R esearch 
M o n o g ra p h s  in C ell and T issue P h y s io lo g y , t  7. E lsevier, 
N o r th -H o lla n d , A m s te rd a m , str. 2 4 3 -2 7 2

ILUSTRACJE: R yc in y  w in n y  być  g o to w e  d o  re p ro d u k c ji. F o to 
g ra fie  c z a rn o -b ia łe  (k o n tra s to w e ), p o w in n y  być  w y k o n a n e  na 
pap ie rze  m a to w y m . Po p o ro z u m ie n iu  z R edakc ją  m ożna  p ro p o 
n o w a ć  re p ro d u k c ję  fo to g ra f ii b a rw n y c h . P ozosta łe  ry c in y  na leży 
w y k o n a ć  tuszem  na b ia łym  pap ie rze  lu b  ka lce  te c h n ic z n e j. 
W skazan e  jes t, aby ry c in y  b y ły  d w u k ro tn ie  w ię ksze  od  przysz łe j 
re p ro d u k c ji, tj. w  ska li 2 : 1 .  C y fry  i lite ry  s łużące d o  o p is u  rysu n ku  
p o w in n y  m ieć w y s o k o ś ć  n ie  m n ie jszą  niz 5 m m . Na rysu n ka ch  me 
na leży um ieszczać o p is ó w  s ło w n y c h , lecz p o s łu g iw a ć  się s k ró ta 
m i. O sie  w y k re s ó w  w in n y  być  o p a trzo n e  na p isem  ła tw o  z ro 
zu m ia łym . D ecyz ję  o s to p n iu  zm n ie jszen ia  ry c in y  p o d e jm u je  
w y d a w c a . I lu s tra c ji n ie  na leży w łą cza ć  w  te ks t m a szyn o p isu , lecz 
o d p o w ie d n io  p o n u m e ro w a ć : tab e le  i ry c in y  noszą c y fry  a rabskie , 
w z o ry  zaś rzym skie . Na m a rg ine s ie  teks tu  na leży zaznaczyć 
o łó w k ie m  p re fe ro w a n e  m ie jsce  um ieszczen ia  ta b e li, ry c in y  czy 
w zo ru . T a be le  o d p o w ie d n io  p o ru b ry k o w a n e , w in n y  być o p a t
rzone je d n o z n a c z n y m  ty tu łe m  i e w e n tu a ln ie  także  n ie zb ę d n ym i 
o b ja ś n ie n ia m i. S ło w n e  o b ja śn ie n ia  zn a k ó w  g ra fic z n y c h  m ożna 
u m ie śc ić  w  p o d p is ie  po d  ryc iną , ry s u n k o w e  zaś je d y n ie  na 
p lan szy  ryc in y . T y tu ły  i o b ja śn ie n ia  ryc in  sporządza się w  p o s ta c i 
o d d z ie ln e g o  w yka zu . Ilu s tra c je  na leży p o d p isa ć  n a zw isk ie m  
p ie rw sze g o  z a u to ró w  i p ie rw szym  s ło w e m  ty tu łu  p racy oraz 
ozn aczyć  „g ó r a - d ó ł"  (o łó w k ie m , na o d w ro c ie ) . Ze w z g lę d u  na 
w e w n ę trz n ą  s p o is to ść  a r ty k u łu  w skazan e  jes t k o n s tru o w a n ie  
o ry g in a ln y c h  ryc in  i z b io rczych  tab e l na p o d s ta w ie  d a n y c h  
z p iś m ie n n ic tw a .

M a sz y n o p is  i za łą czn ik i (w  d w u  e g ze m p la rza ch ), w ła ś c iw ie  
zab ezp ieczo ne  przed u szko dzen ie m  w  czasie tra n s p o rtu , na leży 
p rzesłać na adres:

R edakc ja  k w a rta ln ik a  „P o s tę p y  B io c h e m ii"
P o lsk ie  T o w a rz y s tw o  B io ch e m iczn e  
ul. P asteura 3,
0 2 -0 9 3  W arszaw a
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Pokwitowanie dla wpłacającego Odcinek dla posiadacza rachunku Odcinek dla poczty lub banku

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

słownie ..................... słownie ..................... słownie .....................

wpłaca jący ................ wpłacający ......................................... wpłacający .........................................

im ię, n a z w is k o , d o k ła d n y  adres z ko de m  p o c z to w y m im ię, nazw isko , d o k ła d n y  adres z ko de m  p o c z to w y m im ię, nazw isko , d o k ła d n y  adres z kodem  p o c z to w y m  .

na ra ch un ek

P o ls k ie  T o w a rz y s tw o  B io c h e m ic z n e  
0 2 -09 3  W arszaw a, ul. Pasteura 3
P B K  S A . X I I I / 0  W arsza w a  
11101053-1225-2720-3-30

na rachunek

P o lsk ie  T o w a rz y s tw o  B io c h e m ic z n e  
02-093 W arszaw a, ul. Pasteura 3
PBK S A. X I I I /0  W arszaw a 
11101053-1225-2720-3-30

na rachunek i

P olsk ie  T o w a rz y s tw o  B io c h e m ic z n e  | 
02-093 W arszaw a, ul. Pasteura 3 |
PBK S.A . X I I I /0  W arsza w a | 
11101053-1225-2720-3-30 |

stempel stempel stempel
P obrano  op ła tę P ob rano  o p ła tę P obrano  o p ła tę

z ł ................ z ł ................ z ł ................
p o d p is  p rz y jm u ją c e g o p od p is  p rzy jm u ją ceg o p o d p is  p rzy jm u ją ceg o

---------------X ..

P o k w i t o w a n ie  dla w p ła c a ją c e g o O dcinek  dla posiadacza rachunku O d cinek  dla poczty  lub banku

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

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

wpłacający ................ wpłacający ................ wpłacający ................

im ię, n a z w is k o , d o k ła d n y  adres z kodem  p o c z to w y m im ię, nazw isko , d o k ła d n y  adres z kodem  p o c z to w y m im ię, nazw isko , d o k ła d n y  adres z kodem  p o c z to w y m

na rachunek na rachunek na rachunek

Polskie Towarzys two Biochemiczne Polskie Towarzystwo Biochemiczne Polskie Towarzystwo Biochemiczne
02 -093  W arszaw a, ul. Pasteura 3 02-093 W arszaw a, ul. Pasteura 3 02-093 W arszaw a, ul. Pasteura 3
PKO BP V I l l /O  Warszawa PKO BP VI l l /O Warszawa PKO BP VI l l /O  Warszawa
10201084-1791-270-201-111 10201084-1791-270-201-111 10201084-1791 -270-201 -111

stempel stempel stempel
P obrano  o p ła tę P obrano  o p ła tę P obrano  op ła tę

z ł ................ z ł ................ z ł ................
p o d p is  p rz y jm u ją c e g o p o d p is  p rzy jm u ją ceg o p o d p is  p rzy jm u ją ceg o
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