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NAGRODA NOBLA

Nagroda Nobla z chemii za 1997 rok —  mitochondrialna 
syntaza ATP

Nobel Prize in chemistry for 1997: Mitochondrial ATP synthase

LEC H  W O JTC ZA K *

Tegoroczna N agroda Nobla z chemii została po
dzielona pomiędzy J e n s a  C. S k o u ,  wyróżnionego 
za odkrycie ATP-azy sodowo-potasowej (patrz odręb
ne opracowanie w niniejszym numerze Postępów Bio
chemii), a P a u l a  D.  B o y e r a  i J o h n a  E. W a l 
k e r a ,  nagrodzonych za badania nad mechanizmem 
działania mitochondrialnego enzymu syntetyzującego 
ATP w procesie oksydacyjnej fosforylacji.

By lepiej zrozumieć, na czym polega doniosłość 
odkryć tych dwóch ostatnich badaczy, cofnijmy się 
o 19 lat, kiedy to w roku 1978 N agrodą Nobla z chemii 
uhonorowany został Peter M i t c h e l l  za „chemio- 
smotyczną” teorię sprzężenia energetycznego. Zgodnie 
z nią źródłem energii dla syntezy ATP jest potencjał 
elektryczny na wewnętrznej błonie mitochondriów, 
błonie tylakoidów i błonie komórkowej bakterii. Po
tencjał ten tworzy się na skutek przemieszczania jonów 
wodorowych w wyniku procesów oksydoredukcyj- 
nych w mitochondriach, transportu elektronów w fo- 
tosyntetycznym łańcuchu oksydoredukcyjnym w chlo
roplastach, różnych procesów chemicznych w bak
teriach, a wreszcie bezpośrednio w wyniku absorpcji 
kwantów światła w niektórych bakteriach fotosyn- 
tetyzujących. Jak z tego widać, teoria M i t c h e l l a  
w sposób jednolity ujmuje zasadę „sprzężenia ener
getycznego” w całym świecie żywym [1-3].

Niezależnym torem szły prace nad zidentyfikowa
niem i wyodrębnieniem enzymu odpowiedzialnego za 
syntezę cząsteczki ATP z A D P  i fosforanu nieorganicz
nego (P,). Pionierem tych badań, zapoczątkowanych 
już pod koniec lat pięćdziesiątych, był Efraim R a c - 
k e r .  On to pierwszy wyodrębnił z mitochondriów 
„czynniki sprzężenia”, które okazały się pojedyńczymi 
łańcuchami peptydowymi lub dużymi kompleksami 
białkowymi niezbędnymi do tego, by na błonie mito
chondriów mógł przebiegać proces syntezy ATP kosz
tem procesów oksydoredukcji. Przy braku źródła

* Prof. dr, Instytut Biologii Doświadczalnej im. M. N en
ckiego PAN, ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa; poczta 
elektroniczna: LWAC@nencki.gov.pl.

energii pod postacią reakcji utleniania natom iast czyn
niki te warunkowały proces odwrotny, to jest hydrolizę 
A TP do A D P i Pj. Obecnie wiemy, że syntaza ATP 
składa się z trzech, dających się dobrze wyróżnić 
w mikroskopie elektronowym, części: bazalnej, ściśle 
związanej z wewnętrzną błoną mitochondrialną, ozna
czanej symbolem F 0, katalitycznej, znajdującej się pod 
postacią kulistej „głowy” na wewnętrznej powierzchni 
wewnętrznej błony i oznaczanej jako F j , oraz łączącej 
obie części cienkiej „szyjki” (Ryc. 1). Każda z tych 
części jest kompleksem złożonym z kilku lub kilkunas
tu łańcuchów peptydowych. „Głowa”, której średnica 
wynosi około 10 nm, składa się z naprzemian usytuo
wanych trzech podjednostek a  i trzech [3. Mimo że 
podjednostki obu rodzajów wiążą nukleotydy adeni- 
nowe, to właściwa reakcja syntezy ATP (ewentualnie
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Rye. 2. „K lasy czn y ” schem at  zm ian  k on fo rm acy jn y ch  w c e n t ru m  ka ta l i tycznym  syntazy  A T P.  W ed ług  [9];  r e p ro d u k c ja  za zg o d ą  Annual Review  
o f  Biochemistry.

jego rozpadu w procesie odwrotnym) zachodzi na 
podjednostce (3. W „szyjce”, długości około 5 nm, 
znajdujemy po jednej podjednostce y, 5, e, F 6 i OSCP. 
Wreszcie część podstawowa złożona jest z wysoce 
hydrofobowych peptydów oznaczanych literami, a, 
b i c i  jest integralnie związana z wewnętrzną błoną 
mitochondrialną [4-7]. Bardzo podobnie zbudow a
ny jest kompleks syntazy ATP w chloroplastach 
i u bakterii.

W ytworzona przez funkcjonujący łańcuch oddecho
wy różnica potecjału elektrycznego na wewnętrznej 
błonie mitochondrialnej (ładunek dodatni na jej ze
wnętrznej powierzchni i ujemny na powierzchni we
wnętrznej) oraz różnica stężenia jonów wodorowych 
(alkaliczne pH wewnątrz) jest siłą napędzającą ruch 
jonów wodorowych do wnętrza mitochondrionu przez 
„kanał pro tonow y” mieszczący się w bazalnej części 
kompleksu, czyli w podjednostce F 0. Ten strumień 
protonów dostarcza energii dla syntezy ATP. Reakcja 
ta jest łatwo odwracalna: hydroliza ATP przez kom 
pleks wywołuje prąd protonów w kierunku przeciw
nym i zdolna jest do budowy potencjału elektrycznego 
oraz gradientu pH po obu stronach błony. W związku 
z tym kompleks, o którym mowa, może być określany 
zarówno mianem syntazy ATP jak  i ATP-azy F 0 Fj .

N a  tym etapie naszej wiedzy powstało pytanie 
o mechanizm tego katalitycznego procesu. Jak wiado
mo, równowaga reakcji A D P +  P, ATP +  H 20  jest 
bardzo przesunięta w lewą stronę. Fakt, że zachodzi 
ona w środowisku wodnym, jeszcze bardziej przesuwa 
ją  w lewo (w kierunku hydrolizy a nie syntezy z od
łączeniem wody). Przebieg reakcji w prawo wymaga 
zatem wkładu znacznych ilości energii lub ... środowis
ka bezwodnego. Wymaganiom tym wychodzi na prze
ciw koncepcja jednego z tegorocznych laureatów, 
P a u l a  D. B o y e r a, przyjmująca, że bezpośrednim 
źródłem energii dla syntezy ATP jest odpowiednia 
zmiana konformacji cząsteczki enzymu (syntazy), zbli
żająca do siebie cząsteczki A D P  i Pj i niejako „wymu
szająca” ich połączenie się ze sobą [8, 9]. Jeśli ponadto 
wyobrazimy sobie, że dzieje się to w miejscu katalitycz
nym w jakiś sposób izolowanym od wodnego środowi
ska, zrozumiemy, że wymogi termodynamiczne reakcji 
syntezy mogą być spełnione. Zgodnie z koncepcją 
B o y e r a to raczej odłączenie już wytworzonej cząste
czki ATP od enzymu niż jej synteza wymaga wkładu 
energii.

Ogólne zasady teorii konformacyjnej ilustruje ryci
na 2. Przyjmuje ona istnienie w kompleksie syntazy

trzech miejsc katalitycznych, odpowiadających praw
dopodobnie trzem podjednostkom (3 w „głowie” en
zymu. W pozycji wyjściowej (pierwsza od lewej) enzym 
związany jest ściśle z jedną cząsteczką ATP. Miejsce 
katalityczne będące w konformacji L („luźnej”) wyka
zuje powinowactwo do A D P i P,, które zostają luźno 
związane (reakcja 1). Teraz, w reakcji wymagającej 
wkładu energii (reakcja 2), następuje z jednej strony 
niejako „zamknięcie” i zbliżenie do siebie A D P i Pj 
(konformacja T, czyli „ścisła”, ang. tight), z drugiej 
— „otworzenie” miejsca dotychczas ściśle wiążącego 
cząsteczkę ATP, czyli przejście tego miejsca w konfor
mację „otwartą” (O). Konsekwencją tych przekształ
ceń jest całkowite odłączenie cząsteczki ATP od miejs
ca O oraz chemiczne połączenie się A D P i w miejscu 
T z wytworzeniem ATP (reakcja 3). I w ten sposób 
wracamy do sytuacji wyjściowej. W najnowszej, zm o
dyfikowanej wersji udział energii pod postacią strumie
nia protonów przewidziany jest na każdym z tych 
trzech etapów przekształceń. Ilustruje to na przy
kładzie tylko jednego miejsca katalitycznego rycina 3. 
Należy zwrócić uwagę, że oba schematy przyjmują 
pełną odwracalność wszystkich reakcji, czego odzwier
ciedleniem jest stwierdzona przez B o y e r a wymiana 
izotopowa: 32P między ATP i fosforanem nieorganicz
nym oraz lsO między ATP i wodą.

Konformacyjna teoria B o y e r a w swych zasad
niczych zrębach powstała już w latach sześćdziesią
tych. Tłumaczy ona wiele stwierdzonych doświadczal
nie faktów. Nie wyjaśnia jednak bezpośredniego zwią
zku między potencjałem elektrochemicznym na we
wnętrznej błonie mitochondrialnej i „napędzanym” 
tym potencjałem strumieniem protonów a zmianami 
konformacyjnymi w kompleksie syntazy ATP. W pra
wdzie opublikowany przez B o y e r a  w 1993 r. [10] 
schemat (Ryc. 3) uwzględnia już przemieszczenia p ro 
tonów, lecz jest to pokazane w sposób bardzo ogól
nikowy, bez wchodzenia w możliwy mechanizm tego 
sprzężenia. Dopiero prace zespołu J o h n a  W a l 
k e r a  z zastosowaniem najnowszych technik badania 
struktury makromolekuł, jak rentgenowska analiza 
kryształów, mikroskopia elektronowa najwyższej roz
dzielczości oraz magnetyczny rezonans jądrowy, a tak 
że użycie specyficznych inhibitorów i analogów ATP, 
pozwoliły na dokładne prześledzenie całego procesu 
katalizy na poziomie molekularnym [11, 12]. Po 
pierwsze, precyzyjnie określono miejsca wiążące nuk- 
leotydy adeninowe (ADP lub ATP) zarówno w podjed
nostce katalitycznej (3 jak i w nie-katalitycznej a.
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S t e p  3
A D P

Rye. 3. N a jn o w s za  wersja  teorii  kon fo rm acy jne j  Boyera. Dla u p r o 
szczenia p o k a z a n o  ty lko  j e d n o  miejsce katal i tyczne.  P rz e 
bieg syntezy A T P  ro z p o c z y n a  się od  sytuacji  pokazane j  
w lewym g ó rn y m  rogu  i p rzeb iega  w k ie ru n k u  przeciw nym  
ru c h o m  w skazów ek  zegara. W ed łu g  [10]; r e p ro d u k c ja  za 
zg o d ą  Elsevier Science Amsterdam.

Zidentyfikowano zaangażowane w tym związku reszty 
aminokwasowe. A następnie pokazano, na czym pole
gają zmiany struktury tych miejsc wiążących w czasie 
przejść konformacyjnych między stanami O, L i T. 
Okazało się, że miejsca te sąsiadują bezpośrednio 
z podjednostką y, stanowiącą trzon „szyjki” łączącej 
„głowę” (F t) z częścią podstawową tkwiącą w błonie 
mitochondrialnej (F0). Molekularny model tych zmian 
dał wynik wręcz sensacyjny. Wykazano, że każdej 
zmianie konformacji musi towarzyszyć obrót kom 
pleksu Fj względem podjednostki y o pewien kąt, tak 
że w wyniku pełnego cyklu, w którym zachodzi synteza 
trzech cząsteczek ATP, następuje pełny obrót „głowy” 
o 360° (Ryc. 4). W przypadku hydrolizy A TP wszystkie 
zmiany, a więc i ruch obrotowy kompleksu, przebiega
ją w odwrotnym kierunku. Znając specyficzną aktyw
ność syntazy ATP, można nawet obliczyć, że przy 
maksymalnej jej aktywności ten ruch wirowy „głowy” 
względem „szyjki” odbywa się z szybkością 130-270 
obrotów na sekundę (!). Z ostatnich wypowiedzi 
W a l k e r a  [13] należy wnosić, że to raczej podjed- 
nostka y wiruje względem nieruchomej (wobec błony 
mitochondrialnej) „głowy”, a nie „głowa” względem 
nieruchomej podjednostki y.

Ostatnio, w niezwykle efektowny sposób ruch wiro
wy podjednostki y względem kompleksu a 3(33 pokazali 
autorzy japońscy [14]. Mianowicie izolowany kom 
pleks Fj unieruchamiano na szkiełku m ikroskopo
wym pokrytym związkiem niklu w ten sposób, że 
podjednostką y, dodatkowo obarczona fluorescencyj-

Ryc. 4. M o le k u la rn y  m odel syntazy  A T P.  a — P s e u d o - t ró jw y m ia -  
row e odzwierciedlenie  całego k o m p le k su  F ,  w ra z  z p o d je d 
n o s tk ą  y. b, c i d —  K olejne  przejścia k o n fo rm a c y jn e  
tow arzyszące  syntezie A T P  p o k a z a n e  d la  zespo łu  podjed-  
nostek  a, p i y. Poszczególne  p o d je d n o s tk i  o z n a c z o n e  są 
różnym i ko loram i:  p o d jed n o s tk i  a  cze rw o n y m , p o d je d n o s 
tki p żółtym  i p o d je d n o s tk ą  y fio le towym. C ząs teczka  
n u k le o ty d u  a d en in o w eg o  o z n a c z o n a  jes t  k o lo re m  czarnym  
(słabo w idoczna  np. na  pane lu  b w p o d je d n o s tc e  P w okolicy 
d o m e n y  oznaczonej  cyfrą 9). P o z io m y  odc inek  na  panelu  
a o znacz a  2 nm. W ed łu g  [11];  r e p ro d u k c ja  za z g o d ą  redakcji  
Naturę,  c o pyr igh t  (1997) M a cm il lan  M a g a z in e s  Ltd.
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Rye. 5. S chem at  modyfikacji  k o m p le k su  oc3 (33y dla  m ik ro s k o p o w e j  
obserwacji  w irow an ia  p o d jed n o s tk i  y w czasie hydro l izy  
A TP. W ed ług  [14];  r e p ro d u k c ja  za zg o d ą  redakcji  N a tu r e , 
copyr igh t  (1997) M a cm illan  M a gaz ines  Ltd.

protonacji i deprotonacji pewnych reszt aminokwaso- 
wych, ale szczegółowy mechanizm tych procesów 
pozostaje nadal niewyjaśniony.

Należy dla porządku zaznaczyć, że bardzo podobne 
wyniki dla bakteryjnej syntazy ATP uzyskał w os ta t
nich latach amerykański badacz włoskiego pochodze
nia, Roderick A. C a p a  I d i (Institute of Molecular 
Biology, University of Oregon) [15].

nie znakowaną cząsteczką aktyny, sterczała do góry 
(Ryc. 5). Po dodaniu do środowiska ATP można było 
obserwować w mikroskopie fluoroscencyjnym o bro to 
wy ruch świecącej podjednostki y.

Przy syntezie ATP energii do tych zmian konfor- 
macyjnych, a co za tym idzie, wirowego ruchu podjed
nostki y, dostarcza w oczywisty sposób potencjał 
elektryczny na błonie mitochondrialnej i wywołany 
nim strumień jonów wodorowych, „wpadający” z prze
strzeni cytoplazmatycznej do wnętrza mitochondrio- 
nu. Dzieje się to najprawdopodobniej na drodze
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Nagroda Nobla dla Jensa Christiana Skou za odkrycie 
ATPazy N a +-K +

Nobel Prize for Christian Skou for discovery of Na + -K + ATPase

40 lat po odkryciu ATPazy sodowo-potasowej 
(ATPazy N a + -K + ) jej odkrywca, Jens Christian
S k o u  z Uniwersytetu w Aarhus w Danii, otrzymał 
N agrodę Nobla. Jak doszło do tego odkrycia, jakie jest 
znaczenie ATPazy N a + -K + , i jakie są jego konsekwen
cje dla zrozumienia podstawowych funkcji komórki?

Odkrycie ATPazy N a + - K + zostało przygotowane 
wieloletnimi studiami nad lokalizacją i transportem 
jonów sodu i potasu. Już w latach 20.— 30. wiedziano, 
że stężenie sodu w kom órkach jest znacznie niższe, 
a stężenie potasu znacznie wyższe niż w płynie pozako- 
mórkowym i przypuszczano, że błona kom órkow a jest 
nieprzepuszczalna dla tych kationów. Z odkryciem 
radioaktywnych izotopów 24N a i 42K okazało się 
jednak, że oba kationy dyfundują przez błonę k om ó
rki. N a  początku lat 40. Robert B. Dean przedstawił 
hipotezę o istnieniu w błonach komórkowych „pompy 
sodowej”, k tóra aktywnie, to znaczy kosztem energii, 
usuwa sód z komórek. N a  przełomie lat 40. i 50. 
H o d g k i n  i H u x l e y  (Nagroda N obla w 1963 r.) 
przedstawili teorię tłumaczącą wytwarzanie potenc
jałów czynnościowych w komórkach nerwowych sele
ktywnymi zmianami przepuszczalności błon dla sodu 
i potasu. Udowodnili oni, że faza depolaryzacji jest 
związana z biernym napływem sodu do komórki, 
natomiast repolaryzacja jest rezultatem również bier-

nego wypływu jonów potasu z komórek. Pow rót do 
stanu stacjonarnego wymagał aktywnego (wbrew 
gradientom elektrochemicznym) transportu  sodu z k o 
mórek na zewnątrz i potasu do wnętrza komórek. 
W latach 50. wykazano, że transport ten jest ham ow a
ny przez inhibitory glikolizy, nie przypuszczano jed
nak, że źródłem energii jest ATP. W 1953 r. S c h a t z - 
m a n n  odkrył, że lek nasercowy ouabaina (digitalis) 
selektywnie hamuje transport N a + i K + . Zastosowa
nie ouabainy pozwoliło na pomiary stechiometrii 
aktywnego transportu. Okazało się, że transportowi 
3 moli N a + z komórki na zewnątrz towarzyszy 
transport 2 moli K + do komórki.

Jens Christian S k o u  (ur. w 1918 r. w Lemvig, 
małym miasteczku na zachodnim wybrzeżu Jutlandii) 
ukończył studia medyczne w 1944 r. i rozpoczął 
specjalizację w chirurgii. Z powodów zdrowotnych 
przeszedł do pracy naukowej na Uniwersytecie w Aar
hus, gdzie rozpoczął badania nad lokalnymi anes- 
tetykami. Poszukiwanie nowych środków znieczulają
cych było palącym problemem w czasie, gdy najczęściej 
stosowaną narkozą były eter lub chloroform. Wiedzia
no, że lokalne anestetyki ham ują propagacje potenc
jałów czynnościowych w nerwach. Modelem doświad
czalnym, na którym S k o u  prowadził badania były 
lipidowe monowarstwy, do których lokalne anestetyki 
— substancje lipofilne — wnikają. S k o u  wykazał, że 
substancje te podwyższają ciśnienie w monowar- 
stwach, tzn. zwiększają stopień organizacji lipidów, 
i wysunął hipotezę, że ten zwiększony stopień o r
ganizacji warstw lipidowych hamuje działanie enzy
mów błonowych. Aby zbadać słuszność tej hipotezy, 
postanowił wbudować w monowarstwy lipidowe en
zym, którego aktywność byłaby indykatorem organi
zacji monowarstwy. Wybór padł na acetylocholines- 
terazę. S k o u  wybrał się latem 1953 r. do Nowego 
Yorku aby nauczyć się preparatyki enzymu u źródła, 
czyli od samego N a c h m a n s o h n a .  Znalazłszy się 
wraz z N a c h m a n s o h n e m  w „letnim labora to
rium” w Woods Hole, gdzie nie było odpowiednich 
możliwości eksperymentalnych, S k o u  zajął się stu
diowaniem literatury. Jego uwagę przyciągnęły prace 
nad błonowym enzymem z nerwów mątwy hydro- 
lizującym ATP w obecności M g 2 + . Zastanawiał się, po 
co organizmowi enzym zużywający tak cenny związek 
jak ATP. Później, już w Nowym  Yorku, nauczył się 
preparować acetylocholinesterazę, ale po powrocie do 
Aarhus postanowił zająć się „dziwnym” enzymem. 
Nerwy z niedostępnej w Danii mątwy zastąpił nerwami

6 POSTĘPY BIOCHEMII 44(1), 1998http://rcin.org.pl



z krabów. Po wypreparowaniu nerwów z 25 tysięcy 
krabów (cały Instytut Fizjologii „pachniał” krabami) 
i wydzieleniu frakcji mikrosomowej okazało się, że 
aktywność ATPazy M g 2+ tej frakcji zmienia się w sze
rokim zakresie od doświadczenia do doświadczenia. 
Zniechęcony tym S k o u wrócił do badania mono- 
warstw. Jednak „dziwny” enzym nie dawał mu spoko
ju, toteż w następnym roku znów rozpoczął doświad
czenia na nim, z podobnym  skutkiem. Analizując 
możliwe przyczyny zmienności wyników, zwrócił uwa
gę na pozornie nieistotne różnice warunków doświad
czalnych. W owym czasie handlowe preparaty ATP 
były dostępne w postaci soli barowej. Tę nierozpusz
czalną w wodzie sól przeprowadzano w rozpuszczalny 
ATP, który neutralizowano bądź N aO H , bądź KOH. 
W arto tu zaznaczyć, że w owym czasie w większości 
prac nie podaw ano nawet składu soli w środowisku. 
Analiza danych wykazała, że używając ATP neu
tralizowany K O H  nie wykrywano aktywności en
zymu, z ATP neutralizowanym N aO H  aktywność była 
niska, natomiast najwyższą aktywność obserwowano 
gdy dla wykorzystania kończących się zapasów ATP 
mieszano roztwory neutralizowane N aO H  i KO H . 
Zauważenie tych korelacji doprowadziło do odkrycia 
ATPazy zależnej od becności M g2+ i aktywowanej 
przez równocześnie obecne jony N a + i K + .

W opublikowanej w 1957 r. pracy „The Influence of 
some Cations on an Adenosine Triphosphatase from 
Peripheral Nerves” S k o u napisał: „the crab nerve 
ATPase ... seems to fulfil a numer of conditions that 
must be imposed on an enzyme ... involved in the active 
extrusion of sodium ions”. W 1958 r. ostatecznie 
potwierdził, że ATPaza N a + - K + z nerwów kraba jest 
pom pą sodową wykazując, że enzym ten jest ham ow a
ny przez ouabainę.

A TPaza N a + - K + ma ogromne znaczenie dla (1) 
przywracania stanu spoczynkowego komórek nerwo
wych i mięśniowych po wytworzeniu potencjału czyn
nościowego; (2) regulacji objętości komórek, gdyż przy 
wymianie 3 jonów N a + na 2 jony K + przenosi ona 
1 dodatni ładunek, co zmienia spoczynkowy potencjał 
błonowy i z kolei powoduje, że C C  opuszcza komórkę 
jednocześnie z N a + niwelując różnicę ciśnienia osmo- 
tycznego prowadzącą do pęcznienia komórek (związa
nego z równowagą Donnana); (3) transportu aktywngo 
wtórnego, gdzie energia zmagazynowana w postaci 
gradientu stężeń jonów  sodu i potasu jest wykorzys
tywana do transportu  cukrów, aminokwasów i szeregu 
jonów  wbrew gradientowi ich stężeń.

Odkrycie ATPazy N a + - K + dało początek od
kryciom innych ATPaz katalizujących transport jo 
nów, jak  ATPaza C a2 + z siateczki sarkoplazmatycznej 
(uczestnicząca w regulacji skurczu mięśnia), A TPaza 
C a 2^ z błon komórkowych (usuwająca C a 2+ z kom ó
rek), A TPaza H +- K + z żołądka (enzym ten produkuje 
kwas żołądkowy pompując H + z komórek do światła 
żołądka, gdzie stężenie H + jest 106,4 oraz wyższe niż 
w komórkach). Enzymy te należą do rodziny ATPaz

typu P, tworzących intermediaty fosforowe odporne 
na hydrolizę w kwasie, inaczej zwanych ATPazami 
E r E 2, gdzie Ej i E 2 oznaczają dwie konformacje 
enzymu różniące się powinowactwem do transpor
towanych jonów  i ATP.

W ciągu 40 lat od odkrycia ATPazy Na + -K + 
zebrano wiele danych o różnych sposobach transportu 
jonów  przez ten enzym (np. transport K + z komórki 
i N a + do komórki związany z syntezą ATP), o jego 
strukturze i kinetyce zarówno transportu jak i reakcji 
enzymatycznej, nie uzyskano jednak odpowiedzi na 
podstawowe pytanie dotyczące mechanizmu jego dzia
łania —  jak skalarny proces, jakim jest hydroliza ATP, 
zostaje przekształcony na kierunkowy (wektorowy) 
proces transportu  jonów.
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Wykaz stosowanych skrótów: T N F  —  czynnik martwicy 
nowotworu (tumour necrosis factor); TN F-R  1/R2 — recep
tory T N F  (receptors TNF-R/Rl);  FAS antygen powierzch
niowy, jeden z receptorów z nadrodziny TN F; FAS-L 
— ligand receptora FAS; D D  — domena śmierci (death 
domain); D E D  — efektorowa domena śmierci (death effector 
domain); N FkB — czynnik transkrypcyjny; AIF — czynnik 
indukujący apoptozę (apoptosis inducing factor); JN K  — ki
nazy fosforylujące N-koniec białka JU N  (Jun-N-terminal 
kinases); kinazy ERK — kinazy, których aktywność regulują 
czynniki pozakomórkowe (extracellularly regulated kinases); 
P A R P — polimeraza poli-ADP-rybozy; Rb, p53 — p ro d u k 
ty białkowe genów supresorowych; ICE — kaspaza 1 (inter- 
leukine 1 converting enzyme); C PP22 — kaspaza 3.

I. Wstęp

Fizjologiczna śmierć komórek, zwana p rogram ow a
ną śmiercią lub apoptozą, ma miejsce podczas całego 
rozwoju organizmu. W jej wyniku organizm pozbywa 
się nadmiaru niepotrzebnych komórek podczas róż-

* Prof dr hab.; Instytut Biologii Doświadczalnej im. M. 
Nenckiego, PAN; 02-093 Warszawa, Pasteura 3

nicowania tkanek i narządów, a także eliminuje zain
fekowane, uszkodzone czy też zmutowane komórki. 
Ostatecznie więc o liczbie komórek w organizmie 
decyduje równowaga, pomiędzy ich proliferacją i śmier
cią, regulowana przede wszystkim przez gospodarkę 
horm onalną ustroju, dostępność czynników wzros
towych i substancji odżywczych.

Bardzo wiele czynników zewnętrznych zdolnych jest 
do wywoływania śmierci komórek. Są to przede 
wszystkim: czynniki uszkadzające DNA i zaburzające 
cykl komórkowy, brak czynników wzrostowych, szok 
termiczny, szok oksydacyjny, aktywacja określonych 
receptorów błonowych. Indukują one początkową 
„prywatną” zdaniem K r o e m e r a  [1], fazę śmierci 
komórek, o przebiegu której decyduje także typ kom ó
rek oraz ich stan fizjologiczny. Dalsze fazy apoptozy, 
efektorowa i degradacji (nieodwracalna), polegają na 
aktywacji w komórkach różnych procesów biochemi-

Artykul opracowany na podstawie wykładu sympozjalnego 
wygłoszonego na XXXIII Zjeździe PTBioch w Katowicach, 
w 1997 roku.
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cznych, zwłaszcza proteolitycznych i nukleolitycznych. 
Efektem ich są typowe dla apoptozy zmiany m or
fologiczne komórek i ich rozpad na ciałka apoptotycz- 
ne, które są fagocytowane przez otaczające komórki.

Różne aspekty apoptozy były już omawiane w pol
skich czasopismach [2-8]. Obecny artykuł przedstawia 
wykryte ostatnio molekularne mechanizmy apoptozy 
wywoływanej poprzez aktywację receptorów błono
wych z nadrodziny receptorów TNF. Złożoność powyż
szych mechanizmów i udział licznych białek w przeka
zywaniu sygnału generowanego przy błonie kom ór
kowej do białek efektorowych, wskazuje na możliwości 
precyzyjnej kontroli nieodwracalnej decyzji komórek
0 samounicestwieniu.

II. Charakterystyka receptorów z nadrodziny 
T N F-R  i ich ligandów

II-l. Receptory

Nadrodzinę receptorów T N F  tworzy kilkanaście 
białek, w tym co najmniej sześć z nich może uczest
niczyć w procesie apoptozy. Receptory te są białkami 
transbłonowymi o znacznej homologii w części ze- 
wnątrzbłonowej i znacznie mniej wyraźnie zaznaczo
nej w części cytoplazmatycznej. Na część zewnątrz- 
błonową składa się 3 do 6 domen bogatych w cysteinę, 
które uczestniczą w rozpoznawaniu odpowiednich 
ligandów [9-13], W podbłonowych, cytoplazmatycz- 
nych fragmentach receptorów z rodziny T N F  można 
„dopatrzeć się” przede wszystkim homologii funkc
jonalnej. Wynika ona z obecności specyficznej sekwen
cji aminokwasowej (80-90 AA), zwanej domeną śmierci 
(death domain, DD). Mutacje aminokwasowe w tej 
sekwencji powodują, że receptory nie są zdolne do 
indukowania apoptozy. Domenę śmierci wykryto naj
wcześniej w receptorach FAS i T N F -R  1, ale okazało 
się, że występuje ona również w ostatnio wykrytych 
receptorach DR3, TRAIL-R1/DR4 i TRAIL-R2 [14- 
-16] oraz CAR1 [1 7], Domena DD  uczestniczy w two
rzeniu kompleksów receptorów oraz w wiązaniu rece
ptorów z innymi białkami z domeną DD [13]. W y
stępowanie domeny śmierci nie ogranicza się do wspo
mnianych białek receptorowych. Wykryto ją  bowiem 
w bardzo wielu białkach zdolnych do tworzenia homo
1 heterodimerów [18,19], Ze względu na występowanie 
D D  w tak różnych białkach jak białka receptorowe 
(np. FAS, TNF-R), enzymy (kinaza DAP), białka 
adaptorowe (FADD, TRADD, RIP), czy też białka 
strukturalne (ankyryna) można sądzić, że domena ta 
może przekazywać nie tylko sygnały do śmierci kom ó
rek, lecz pełnić także inne bardziej ogólne funkcje, 
będące prawdopodobnie efektem jej oddziaływań z in
nymi białkami. W domenie śmierci nie występują 
bowiem sekwencje aminokwasowe „podejrzewane” 
o pełnienie specyficznych funkcji [20].

Receptor FAS (CD95; APO-1) występuje na powierz
chni komórek układu immunologicznego, zwłaszcza

limfocytów T, limfocytów B, a także na powierzchni 
nowotworowych komórek limfoidalnych. Jego obec
ność wykrywa się także w komórkach grasicy, wątro
by, nerek, serca oraz innych tkanek [8, 9], Po związa
niu specyficznego liganda lub przeciwciała receptor 
FAS ulega szybko oligomeryzacji, tworząc wielkoczą
steczkowe agregaty, które są następnie internalizowa- 
ne do cytoplazmy [12, 21],

Receptory TN F-R  1 i TN F-R2 występują równie 
powszechnie co receptor FAS i zdolne są do przekazy
wania sygnałów zarówno do śmierci jak i proliferacji 
komórek [12, 13] (patrz rozdział III-l). Sądzi się, że 
w przekazywaniu sygnału do śmierci bierze udział 
przede wszystkim receptor T N F -R 1, jednakże możliwe 
jest także współdziałanie obydwu receptorów w induk
cji apoptozy. Szereg czynników (cAMP, liczne mito- 
geny, interleukina 2, lipopolisacharyd) indukuje w ko
mórce syntezę receptorów TN F, przy czym indukcja ta 
dotyczy przede wszystkim receptora TN F-R2 [12],

Receptor CD27 występuje tylko na powierzchni 
określonych subpopulacji limfocytów T i B i bierze 
udział zarówno w indukowaniu ich do apoptozy jak 
i proliferacji. Cytoplazmatyczny fragment receptora 
CD27 jest znacznie krótszy niż odpowiednie fragmenty 
receptora FAS i receptorów TN F-R  i, co więcej, nie 
występuje w nim domena śmierci [23], Nie wiadomo, 
jak dotąd, w jaki sposób receptoiCD27 oddziaływuje 
z białkami efektorowymi.

Występowanie receptorów D R 3 i TRAIL charak
teryzuje większość komórek nowotworowych [14, 23], 
Komórki prawidłowe zaś mają natomiast na swej 
powierzchni nieaktywny analog powyższych recep
torów — receptor TRI D (T R A IL  — receptor without 
an intracellular domain, tzw. decoy receptor). Różni się 
on od receptorów DR3 i TRAIL-R2 brakiem fragmen
tu cytoplazmatycznego i w związku z tym niemożno
ścią interakcji z efektorowymi białkami cytoplazmaty- 
cznymi [23-25].

Receptor CAR 1, jak dotąd, znaleziono tylko w ko
mórkach ptaków zainfekowanych wirusem leukosis- 
-sarcoma [17], Fragment cytoplazmatyczny receptora 
CAR1 zawiera sekwencje homologiczne do domeny 
śmierci receptorów FAS i TNF-R, zaś fragment ze- 
wnątrzbłonowy jest krótki i charakteryzuje go obec
ność tylko dwóch domen bogatych w cysteinę.

II-2. Ligandy

Ligandami receptorów FAS i TN F-R  są cytokiny 
—  FAS-L (CD95-L) i TN F, białka błonowe, zakot
wiczone N-końcem w błonie komórkowej [11], W wa
runkach fizjologicznych mogą działać „miejscowo” 
i wiązać się z receptorem FAS tych samych lub 
sąsiednich komórek, tworząc między nimi bezpośred
nie połączenia. Ligandy mogą być także uwalniane 
z błon działaniem metaloproteinaz [26] i występować 
wówczas jako  białka rozpuszczalne, prawdopodobnie 
w postaci trimerów, które łączą się z receptorami
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innych komórek [11, 27], Sądzi się, że trimerem może 
być też ligand receptora CD27 —  białko CD70, 
występujące tylko w błonach zaktywowanych lim
focytów T i B [22], Badania m utantów FAS-L oraz 
analiza opracowanych komputerowo modeli m oleku
larnych interakcji FAS — FAS-L wykazały niezbęd
ność w tym procesie aminokwasów Pro-206 i Tyr-218 
w cząsteczce liganda [28].

Ligandem receptorów TRAIL-R jest cytokina TRA 
IL (APO-2L; TNF-related apoptosis inducing ligand), 
strukturalnie pokrewna FAS-L i TN F, efektywnie 
niszcząca tylko komórki nowotworowe [23]. Jak 
dotąd nie doniesiono o występowaniu cytokiny TRAIL 
w formie rozpuszczalnej. Ligandem receptora CARI 
jest białko otoczki wirusa ALSV (avian leukosis-sar- 
coma virus) [17], zaś receptora CD27 — ligand C70 
[22]. Ligandy te są na ogół N-glikozylowane, co ma, 
jak się ostatnio sugeruje, znaczenie w procesie ich 
solubilizacji [28].

III. Hipotetyczny przebieg szlaków prowa
dzących do apoptozy

W jaki sposób interakcja ligandów z odpowiednimi

receptorami błonowymi może uruchamiać proces apo 
ptozy? Obecnie sądzi się, że sekwencja zdarzeń może 
przedstawiać się następująco:
•  związanie liganda (w postaci trimeru) z receptorem 

zakotwiczonym w błonie, jego agregacja i inter
nalizacja utworzonego kompleksu

•  oddziaływanie cytoplazmatycznego fragmentu re
ceptora (najczęściej poprzez domenę śmierci (DD) 
z białkami adaptorowymi (patrz rozdział I I I -1))

•  przekazanie sygnałów decydujących o śmierci ko
mórek lub ich przeżyciu z białek adaptorowych do 
białek efektorowych, takich jak cysteinowe protea- 
zy — kaspazy i/lub białka związane z aktywacją 
czynników transkrypcyjnych (N F kB; c-jun), a także 
syntezą ceramidu (sfingomielinaza)

•  aktywacja białek efektorowych, których działanie 
może wywoływać apoptozę albo promować przeży
cie komórek

III-l. Białka adaptorowe

Apoptoza wywoływana przez pobudzenie recepto
rów FAS i TN F-R  wykrywalna jest już po kilku 
godzinach, a przez pobudzenie receptora TRAIL-R 1,

Tabela 1.
C y toso low e  b ia łka  a d a p to r o w e  uczestniczące w p rzek azy w an iu  sygna łu  p ro a p o p to ty c z n e g o  z recep to ró w  b łonow ych  d o  białek 
e fektorow ych. D D  —  d o m e n a  śmierci

S k ró t /P iś m ie n n ic tw o Definicja U dzia ł  w łączeniu

F A D D / M O R T
(29,30)

Białko z D D  wiążące się z recep to rem  FAS ( F A S  —  associating  
protein with death domain)

R e cep to rów  FA S i T NR - R 1  z k aspazą  
8 (FL1CE)

D A X X
(31)

Białko wiążące się z D D  recep to ra  FA S ( F A S  death domain  
associated  protein)

R e cep to ra  F A S  z k inazą  J N K  lub  biał
k iem ak ty w u jący m  k inazę  J N K

T R A D D
(32, 33)

Białko z D D  wiążące się z recep to rem  T N F -R 1  ( TN F -R 1  
associated domain protein)

R e cep to ra  T N F - R  1 i
a) p op rzez  F A D D  z k a s p a z ą  8
b) p oprzez  R I P  i T R A F -2  z b iałkiem 
ak ty w u jący m  czynnik  t r ansk rypcy jny  
N F k B

F A N  (34, 35) b rak  d anych R e cep to ra  T N F - R  1 
i sf ingomielinazy

SIVA (22) b rak  d anych R e cep to ra  C D 2 7  z białkiem 
e fek to row ym  (?)

T R A F S
(33, 36)

C zynnik i  w iążące się z recep to rem  T N F - R  ( T N F -R  associated  
factors)

a) R e cep to ra  T N F - R 2  i b ia łka  inh ib i to 
row ego  IA P
b) R e cep to ra  T N F - R  1 z R IP  i białkiem 
a k ty w u ją c y m  czynnik  N F k B

R IP
(37, 38)

Białko o d d z ia łu jące  z recep to rem  (receptor  —  interacting  
prote in); k inaza  se r / th r

a) R e cep to rów  F A S  lub T N F - R 1  p o 
przez R A 1 D D  z k a s p a z ą  2
b) R e cep to rów  N T F -R 1  p oprzez  T R A F -  
-2 z b iałk iem a k ty w u ją c y m  czynnik 
N F k B

C R A D D / R A I D D
(38, 39)

Białko a d a p to r o w e  z D D  wiążące R I P  i k asp azy  (Caspase and 
R I P  adaptor with death domain); definicja hom o lo g iczn a  
(RIP-associa ted  Ich-1 /C F D 3  homologous protein with a death  
domain)

R e cep to ra  FA S p oprzez  R IP  z k as p azą  2
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aktywowanego cytokiną TRAIL, po kilkunastu godzi
nach [9]. Zmiany cytoplazmatyczne typowe dla apop- 
tozy mogą też występować w komórkach w nieobecno
ści jąd ra  komórkowego i w warunkach zahamowania 
syntezy de novo makrocząsteczek. Sugeruje to, że 
sygnały generowane przez powyższe cytokiny m odulu
ją  nieaktywne (latente) cytoplazmatyczne białka efek- 
torowe. Ponieważ cytoplazmatyczne fragmenty recep
torów z nadrodziny T N F  nie mają domen katalitycz
nych, ich wpływ na białka efektorowe zachodzi, jak 
ostatnio udokumentowano, przy udziale różnych bia
łek adaptorowych, pośredniczących w przekazywaniu 
sygnału z receptorów (Tab. 1). Niektóre z tych białek 
współdziałają zarówno z receptorem FAS, jak i TN F- 
-R1 (białka adaptorowe F A D D  i RIP) lub też jedynie 
z receptorem FAS (białko adaptorowe DAXX). W in
terakcje z receptorem TNF-R1 wchodzą białka adap
torowe TRA D D, TRAF2 i FAN. W przekazywaniu 
sygnału z receptora T N F-R 2 uczestniczą białka adap 
torowe TR A FI i TRAF2, zaś z receptora T R A IL -1 
białka adaptorowe TRAD D , F A D D  i RIP. Wykryte 
w 1997 r. białko adaptorowe C R A D D /R A ID D , podo
bnie jak  adaptor RIP, nie wchodzi w bezpośrednią 
interakcję z receptorami FAS i TNF-R1, lecz z adap- 
torami F A D D  i TRADD, a dopiero następnie z efek- 
torow ą kaspazą. Wydaje się więc, że można by je

FAS-L

o
I

FAS

I
DAXX FADD

•4 błona komórkowa

1 RIP 1 
l  J

1 .i.
JNK

T
Kaspazy

Kaspaza 8 I RAIDD |

I

APOPTOZA

Kaspaza 2

Kaskada kaspaz

I 
I

ł i
APOPTOZA APOPTOZA

nazywać białkami adaptorowymi II rzędu.
Większość białek adaptorowych (z wyjątkiem adap- 

tora FAN) charakteryzuje się obecnością domeny 
śmierci (DD), poprzez którą wchodzą one w interakcję 
z D D  znajdującą się w cytoplazmatycznych fragmen
tach receptorów. Mutacje receptorów w obrębie dom e
ny śmierci uniemożliwiają ich interakcję z białkami 
adaptorowymi. Wyindukowana nadekspresja adap- 
torów TRADD, FAD D , SIVA bądź RIP może wywo
ływać apoptozę [19].

Szlaki prowadzące do apoptozy poprzez pobudze
nie właściwych receptorów błonowych są bardzo róż
ne. Ich prawdopodobny przebieg przedstawiono sche
matycznie na rycinie 1A, B. Aktywacja receptora FAS 
wydaje się „angażować” co najmniej dwa białka adap 
torowe — F A D D  i DAXX (Rye. 1A). Efektorami 
szlaków, w których uczestniczy F A D D  są najpraw
dopodobniej dwie proteazy — kaspaza 8 i kaspaza 
2 [40]. W szlaku wykorzystującym adaptor DAXX 
ostatecznymi białkami efektorowymi najprawdopodob
niej są również kaspazy, lecz do ich aktywacji niezbęd
ne jest uprzednie działanie kinaz fosforylujących czyn
niki transkrypcyjne, zwłaszcza kinaz JN K  fosforylują
cych białko c-Jun [31, 41], oraz kinaz ERK  [42], 
Stymulacja receptora FAS może także wywoływać 
aktywację kinaz JN K  (i apoptozę) w procesie nie

B
FAS-L

KASKADA KASPAZ 

1
APOPTOZA

Ryc. 1. Szlaki p ro w a d z ą c e  d o  a p o p to z y  p o  p o b u d z e n iu  r e cep to ra  FAS.
A) S ch em at  p o w iązań  r ecep to ra  FAS, po p rzez  b ia łka  a d a p to ro w e ,  z e fek torow ym i kaspazam i.
B) Rozwinięcie  sc h em atu  A z uw zględn ien iem  e lem en tó w  s t ru k tu r a ln y c h  recep tora ,  b iałek a d a p to ro w y c h  i k a sp a z  (wg 20 zmodyf.)  
K o lo re m  czerw onym  zaz n a c z o n o  d o m e n ę  śmierci  (D D )  w ys tępu jącą  w części cy to p lazm atyczne j  recep tora ,  w b ia łkach  a d a p to ro w y c h  
F A D D ,  T R A D D ,  R I P  i R A ID , k o lo r a m i  n iebieskim  i żó ł tym  efek torow e d o m e n y  śmierci  (D E D )  w ys tępu jące  o d p o w ie d n io  w kaspa-  
zach  8 i 2.
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angażującym białek adaptorowych, lecz układ syg
nalizacyjny związany z małymi białkami G (Rac-1) 
[43]. Doniesiono także o występowaniu po stymulacji 
przeciwciałem receptora FAS komórek T szybkiej, 
trwającej około 30 minut, aktywacji kinaz tyrozyno- 
wych [44]. Zahamowanie aktywności powyższych 
kinaz przez specyficzne inhibitory, hamuje w kom ór
kach fragmentację DNA i opóźnia ich apoptozę. Nie 
wiadomo, jak dotąd, czy w przekazywaniu sygnału 
z receptora FAS prowadzącego do aktywacji kinaz 
tyrozynowych biorą udział białka adaptorowe.

Aktywacja receptora TNF-R1 może wywoływać 
apoptozę uruchamiając co najmniej dwa niezależne, 
jak się jeszcze wydaje, szlaki (Ryc. 2 A, B). W pierwszym 
z nich adaptor TRADD, wchodząc w interakcje bądź 
z adaptorem  FA D D, bądź też RIP i RAIDD. do
prowadza do aktywacji odpowiednio kaspaz 
8 i 2 i apoptozy komórek. Drugi szlak, w którym bierze 
udział adaptor FAN, polega na aktywacji obojętnej 
sfingomielinazy, której aktywność wiąże się pośrednio 
(na przykład poprzez udział w syntezie ceramidu) 
z funkcjonowaniem w kom órkach wielu szlaków syg
nalizacyjnych [34, 35], niekiedy także prowadzących 
do apoptozy [45], W powiązaniach TNF-R1 i białka 
adaptorowego FA N  uczestniczy 11-aminokwasowa 
domena znajdująca się w cytoplazmatycznej części 
receptora, funkcjonalnie i przestrzennie różna od obec

nej w tym fragmencie domeny śmierci [35],
Jak już. wspomniano powyżej stymulacja receptora 

TNF-R1 może się również powodować wzmożoną 
przeżywalność komórek. Dla promowania przeżycia 
komórek istotna jest aktywacja czynnika transkryp- 
cyjnego N F kB. W przekazaniu sygnału z receptora 
TN F-R  1 do aktywacji N F kB uczestniczą białka ad ap 
torowe T R A D D  i TRAF-2. Przypuszcza się, że białko 
TR AF-2 może indukować (przy udziale kaskady kinaz 
MAP) fosforylację endogennego białkowego inhibito
ra (IkB) czynnika N F k B i w efekcie jego proteolizę 
w proteasomie [20, 46]. Aktywny, uwolniony z kom 
pleksu z inhibitorem N F kB miałby aktywować w j ą d 
rze komórkowym ekspresję genów zawierających ele
ment odpowiedzi na N F kB i kodujących białka istotne 
dla przeżycia komórek [11]. Być może, są to białka 
blokujące przebieg „apoptotycznego szlaku” induko
wanego przez TNF. Należy dodać, że również stymula
cja receptora TN F-R 2 prowadzi do aktywacji N F kB, 
w procesach, w których bierze udział jedynie białko 
adaptorowe TRAF-2 [47], Możliwość uruchamiania, 
w wyniku stymulacji receptorów TNF, przeciwstaw
nych funkcjonalnie szlaków prowadzących bądź. to do 
śmierci komórek, bądź też promujących ich przeżycie, 
może sprawiać, że apoptoza wywoływana działaniem 
T N F  zachodzi wolniej niż w przypadku działania 
FAS-L. Ostatnio wykazano, że eksperymentalne „wy-

TNF

APOPTOZA

1

Kaspaza 8 
▼

Kaspaza 2 

l
i Kaskada kaspaz ? 
i
t

Kaskada kaspaz

APOPTOZA PRZEŻYCIE APOPTOZA APOPTOZA PRZEŻYCIE APOPTOZA

Ryc. 2. Szlaki p ro w a d z ą c e  do  a p o p to z y  b ąd ź  przeżycia  k o m ó re k  p o  p o b u d z e n iu  r ecep to ra  T N F - R  1.
A) Schem at  p o w iązań  r e cep to ra  T N F - R  1, p op rzez  b ia łka  a d a p to ro w e ,  z e fek to row ym i k asp azam i  lub czynnik iem  t ra nsk rypcy jnym  
N F k B o raz  p oprzez  b ia łk o  F A N  z o b o ję tn ą  sfm gom iel inazą
B) Rozwinięcie  części sc h e m a tu  A z uw zględnieniem  e lem en tów  s t ru k tu ra ln y c h  recep tora ,  b iałek a d a p to ro w y c h  i kaspaz  (wg 20 zmodyf.). 
O z n a c z e n ia  j a k  na  rycinie 1.

12 POSTĘPY BIOCHEMII 44(1), 1998http://rcin.org.pl



łączanie” działania czynnika transkrypcyjnego N F kB 
może zmieniać w komórkach równowagę pomiędzy 
stymulowanymi przez T N F  mechanizmami prow a
dzącymi do ich śmierci lub przeżycia [48]. Świadczy 
o tym spotęgowanie proapoptotycznego działania 
T N F  w kom órkach myszy pozbawionych genu kodu
jącego N F kB [49], lub też w komórkach zawierają
cych tylko nieaktywny czynnik N F k B [50, 51]. Myśli 
się już o wykorzystaniu tej informacji w terapii nowo
tworowej [48],

Podobnie jak  w przypadku pobudzenia receptora 
FAS, także aktywacja receptora TNF-R1 może prow a
dzić do wzrostu aktywności różnych kinaz białko
wych, w tym kinazy JN K  [52], Sygnał do aktywacji 
JN K  przekazywany jest w kom órkach raka piersi 
M CF-7 przez białka adaptorowe RIP i TRAF-2, lecz 
aktywacja ta nie wywołuje, jak się sądzi, ich apoptozy.

Aktywacja receptorów TRAIL-1 i TRAIL-2 również 
wywołuje aktywację układu kaspaz i apoptozę kom ó
rek [53, 16]. Jak dotąd udokumentowano, że w ak 
tywacji kaspaz po stymulacji receptora TRAIL-R2 
bierze udział białko adaptorowe F A D D  [16]. Nie 
rozstrzygnięto dotychczas, czy adaptor FA D D  (lub 
pokrewne mu białko adaptorowe) niezbędny jest do 
działania receptora TRAIL-R1.

III-2. Kaspazy jako efektory apoptozy

Jak już pokazano w poprzednim podrozdziale zakty- 
wowane błonowe receptory z nadrodziny TNF, od- 
działywują poprzez specyficzne białka adaptorowe 
z proteazami cysteinowymi— kaspazami. Enzymom

tym (wykrytym po raz pierwszy w komórkach nicienia 
Caenorhabditis elegans) przypisuje się kluczowe zna
czenie dla przebiegu efektorowej, nieodwracalnej fazy 
apoptozy [13, 40, 54-59], Szczególne cechy budowy 
cząsteczki kaspaz, ich powszechne, chociaż w znacznej 
mierze tkankowo zróżnicowane występowanie, a także 
zdolność do przeprowadzania proteolizy bardzo róż
nych strukturalnie i funkcjonalnie białek są podstawo
wymi czynnikami decydującymi o ich istotnej roli 
w apoptozie. Należy sobie jednak zdawać sprawę, że 
również aktywność innych proteaz komórkowych 
— kalpain, katepsyn, proteaz proteasomu, granzymu 
B, a także proteazy uwalnianej z mitochondriów 
(czynnik AIF, apoptosis-inducing factor) może być 
zaangażowana w przebieg apoptozy [58, 60-63].

Wszystkie poznane dotąd kaspazy (> 10) są syn
tetyzowane jako nieaktywne proenzymy (zymogeny), 
składające się z dwóch podjednostek (~ 2 0 k D a  
i ~10kD a), połączonych krótkim „łącznikiem” oraz 
z tzw. prodomeny, polipeptydu o różnej długości (Ryc. 
3). Prodomena, która uczestniczy w dimeryzacji cząs
teczek prokaspaz (i utrzymaniu ich w formie nieaktyw
nej), zostaje następnie odszczepiona podczas aktywa
cji. Aktywną enzymatycznie formą kaspaz jest tet- 
ramer (p20), (pl0)2, powstały w wyniku bądź auto- 
proteolizy enzymu bądź też działania innych kaspaz 
lub proteaz np. granzymu B. Chociaż ogólny schemat 
budowy kaspaz jest zasadniczo podobny, to można je 
zgrupować w dwie podstawowe, filogenetycznie po
krewne podrodziny, których prototypami są kaspaza 
1 — (ICE) i kaspaza 3 — (CPP32, apopaina). Rycina 
4 przedstawia kaspazy z tych podrodzin, w nawiasach

Kaspaza 1

D103

p l O
404AA

Kaspaza 3

D28 D175

277AA

Kaspaza 8 homología 
z FADD

homología 
z FADD

D210 .D216 D374, ,D384

p i l
479AA

Kaspaza 10 homología 
z FADD

homología 
z FADD

D372.

p l 2

479AA

Ryc. 3. Schem at  b u d o w y  w y b ran y ch  k a s p a z  (wg 40 zmodyf.).
L inią  p o g r u b io n ą  zaz n a c z o n o  o b sz a r  p ro d o m en y ;  k o lo re m  ciem no-n ieb iesk im  i ja sno -n ieb ie sk im  o d p o w ie d n io  m niejszą i większą 
p o d je d n o s tk ę  enzym u, c z a rn y m  zaś f ragm en t  łączący p o d jednos tk i .  Sym bol  D o zn acz a  resztę kw asu  a spa ra g inow ego ,  a liczby o bok  
niego u sy tu o w a n ie  go w peptydzie. Z  prawej s t rony  p o d a n o  liczbę a m in o k w a s ó w  tw orzących  peptyd.  Z azn a c z o n e  w p r o d o m e n a c h  
k aspaz  8 i 10 d o m e n y  hom o lo g iczn e  z F A D D  są o k reś lone  na  ryc inach  1 i 2 j a k o  d o m e n y  D E D .
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KASPAZA 1 (ICE)

KASPAZA 7 (Mch3, ICE-LAP3, CMHI 

KASPAZA 3 (CPP32, Yama, apopaina)

RODZINA KASPAZ 

(ęysteinyl-aspartate-specific-proteinases)

Q A C X G

c _Prodomena_________ J Podjednostka duża Podjednostka mała

III)

podano też wcześniej stosowane nazwy tych enzymów, 
używane przed wprowadzeniem w końcu 1996 jedno
litego ich nazewnictwa [64], W pentapeptydzie znaj
dującym się w centrum aktywnym kaspaz występuje 
zawsze cysteina. Enzymy z podrodzin ICE i CPP32 
różnią się nieco specyficznością substratową— kaspazy 
z podrodziny ICE preferują substraty z sekwencją 
YVAD, a kaspazy z podrodziny CPP32 — D EV D  [56, 
65, 66], wszystkie jednak rozszczepiają polipeptydy po 
reszcie kwasu asparaginowego.

Substratami kaspaz mogą być zarówno białka cyto- 
solowe jak i jądrowe, a ich proteoliza może d o 
prowadzić do aktywacji, jak też i hamowania, ich 
funkcji pełnionych w komórce. Badania specyficzności 
substratowej poszczególnych kaspaz są trudne i na 
ogół prowadzone in vitro jeszcze w ograniczonej liczbie 
typów komórek. Wskazują one, że niektóre kaspazy 
przeprowadzają proteolizę wielu substratów, inne tyl
ko bardzo określonych. Jak te procesy zachodzą 
w warunkach fizjologicznych pozostaje do wyjaśnie
nia. Niemniej jednak wydaje się, że podczas apopto- 
zy w większości komórek ulegają proteolizie takie 
białka jak  laminy jądrowe, histony, polimeraza poli- 
-ADP-rybozy (PARP), niektóre białka strukturalne 
oraz szereg białek decydujących o efektywności repe
racji DNA, obróbki RNA, o prawidłowym przebiegu

Ryc. 4. R od z in a  ludzk ich  k as p az  (wg 64 i 66 
zmodyf.).
P o d a n o  obow iązu jące  nazew nic tw o ,
w naw iasach  o b o k  do ty ch czas  s to s o w an e  
nazw y tych enzym ów . Z  lewej s t rony  
za z n a c z o n o  zw yczajow e nazw y p o d r o 
dzin ( IC E  i C P P 22) ,  w naw iasach  pod 
nimi p re fe ro w an ą  sekwencję AA w ro z 
k ła d a n y c h  subs tra tach .  W schem atyczn ie  
narysow ane j  p ro k asp az ie  z a z n a c z o n o  
a m in o k w a s y  w ys tępu jące  w jej cen t ru m  
ak tyw nym .

cyklu komórkowego i przekazywaniu sygnałów [40, 
11, 59, 67, 68, 13, 57]. W ekstraktach z komórek
ulegających apoptozie po aktywacji receptorów
FA S/TN F-R  udokum entowano już, przeprowadzaną 
przez kaspazy, proteolizę prokaspazy 3, PARP, białka 
Rel-B, rybonukleoproteiny U l-70kD a, a-fodryny i la
min, zachodzącą w czasie od 5 do 90 minut po 
związaniu liganda z receptorem [69], W innej n a to 
miast kolejności są rozkładane białka po stymulacji 
przeciwciałem receptora FAS w kom órkach Jurkat. 
Pierwszym proteolizowanym białkiem jest a-fodryna, 
następnie zaś PARP, U l-70kD a i lamina B [70]. Po 
stymulacji receptorów FAS limfocytów T następuje też 
proteolityczna aktywacja istotnych dla przebiegu cyk
lu komórkowego kinaz P ITSLRE [71, 72] oraz białka 
supresorowego Rb [73-75]. W układach in vitro wyka
zano także, że substratami kaspazy 3 może też być 
białko M D M 2, negatywny regulator działania białka 
supresorowego p53 [76, 77] oraz białko D F F  (D NA  
fragmentation factor), niezbędne w komórkach ulegają
cych apoptozie do rozpoczęcia fragmentacji DNA, nie 
będące przy tym nukleazą [78].

W jaki sposób może dojść do uaktywnienia prokas- 
paz w czasie apoptozy następującej po związaniu 
z receptorem błonowym odpowiedniego liganda czy 
też przeciwciała? Elczestniczą w tym procesie z pew

14 POSTĘPY BIOCHEMII 44(1), 1998http://rcin.org.pl



nością omawiane już białka adaptorowe (patrz łll-l) .  
Najprawdopodobniej łączą się one „fizycznie” swym 
fragmentem z N-końca, tzw. efektorową domeną śmie
rci (DED, death effector domain) z homologiczną 
sekwencją (FADD homology, porównaj Ryc. 3) obecną 
w prodomenie nieaktywnej kaspazy 8 i powodują jej 
autokatalityczną aktywację [40, 79-81]. Sekwencje 
aminokwasowe homologiczne z efektorową domeną 
śmierci (DED) adaptora FA D D  wykryto także w kas- 
pazie 10 [82, 83] oraz w kaspazie homologicznej 
z kaspazą 8 tzw. FLICE-2, k tóra ulega aktywacji 
podczas stymulacji zarówno receptora FAS jak 
i TNF-R1 [84], W wyniku interakcji receptora FAS, 
białka adaptorowego F A D D  (tzw. DAP1/2), prokas- 
paz 8/10 (tzw. CAP4) oraz niezidentyfikowanego 
białka CAP3 powstaje heterokompleks tzw. DISC 
(death inducing signalling complex', 81) niezbędny do 
tego, aby zaszły dalsze etapy apoptozy. Niemożność 
jego utworzenia może być, jak wykazano badając 
apoptozę in vitro leukemicznych limfocytów T (linia 
H9), przyczyną ich oporności na apoptotyczne działa
nie przeciwciał anty-FAS [85]. Autoproteoliza prokas- 
pazy w kompleksie DISC przebiega bardzo szybko, 
a produkty  jej rozszczepienia wykrywalne są już nawet 
po 1 minucie od stymulacji komórek SKW6.4 przeciw
ciałem anty-FAS [81]. Powstały aktywny tetramer

kaspazy 8 przeprowadza następnie proteolizę dalszych 
kaspaz i białkowych substratów. Część odszczepionej 
prodomeny prokaspazy 8 pozostaje związana z biał
kiem adaptorowym FADD, część zaś wykrywalna jest 
w cytoplazmie. Nie wykazano dotychczas, aby w ak 
tywacji prokaspazy 8 uczestniczyło białko CAP3. 
Ostatnio postuluje się, że interakcje białek adap to ro 
wych i kaspaz mogą zachodzić poprzez tzw. domenę 
CARD (caspase recruitment domain; 86). Obecność jej 
stwierdzono jak dotąd w białku adaptorowym 
RAIDD, kilku kaspazach oraz endogennych białko
wych inhibitorach apoptozy, tzw. IAP (patrz roz
dział IY-3).

Na inny niż autokataliza, mechanizm aktywacji 
prokaspaz wskazują badania udziału w apoptozie 
białka CED4 Caenorhahditis elegans i jego homologa, 
białka Apaf, występującego w kom órkach ssaków 
[87-96], Postuluje się, że w komórkach nie zastymulo- 
wanych do apoptozy prokaspazy występują w połącze
niu z usytuowanymi w błonach komórkowych i ham u
jącymi apoptozę białkami z rodziny B el-2 [97-99] 
oraz z białkami CED4/Apaf. Po zadziałaniu zewnątrz- 
komórkowego sygnału do apoptozy następować miał
by rozpad tego kompleksu wskutek oddysocjonowa- 
nia białka BC1-2 (lub jego funkcjonalnych homo- 
logów) i utworzenie nowego kompleksu, tzw. apop-

FAS-L TNF

FAS

J

Ryc. 5. H ip o te ty c z n a  h ie ra rch ia  k a s p a z  a k ty w o 
w an y ch  w w yn iku  stymulacji  recep to ró w  
b ło n o w y ch  F A S  i T N F -R 1  (wg 40 zm o- 
dyf.).

FADD

=  TNF-R11 ■ —

i X
TRADD/FADD TRADD/RIP
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tosomu [89]. W jego skład wchodzić miałyby oprócz 
prokaspaz i białka Apaf-1, także i inne białka Apaf 
oraz cytochrom c, uwalniany z mitochondriów do 
cytoplazmy podczas wczesnych stadiów apoptozy ko
mórek [92,93,100-102], Po nieznanych jeszcze rearan- 
żacjach białek w kompleksie, być może na koszt energii 
uwalnianej podczas hydrolizy ATP (postuluje się, że 
CED-4/Apaf-l jest ATPazą), następowałoby uwol
nienie z kompleksu (odszczepienie) aktywnej już kas- 
pazy. Czy tego typu aktywacja prokaspaz, zwłaszcza 
prokaspaz 8 i 10, następuje po stymulacji receptorów 
błonowych jeszcze nie wiadomo, ale obecność w biał
ku CED4 sekwencji homologicznej do D E D  znaj
dowanej w białku adaptorowym F A D D  i prokaspazie 
8 [56], jak również wywoływanie przez T N F  uprzepu- 
szczelnienie błony mitochondrialnej i śmierć komórek 
L929 [103] czynią to przypuszczenie wielce praw
dopodobnym. Przeciw temu poglądowi przemawia 
jednak brak wpływu białka BC1-2 na przebieg apop
tozy wywoływanej stymulacją receptora FAS w lim
focytach B, zaktywowanych limfocytach T i w tymo- 
cytach [104] oraz w komórkach leukemicznych Jur- 
kat [105].

Nie można też wykluczyć możliwości, że w aktywacji 
prokaspazy 8 biorą udział inne kaspazy, np. kaspaza 
1 oraz inne proteazy takie jak katepsyna D czy też 
serynowa proteaza AP24 [11],

Rycina 5 przedstawia hipotetyczną hierarchię kas
paz działających w kom órkach po zaktywowaniu 
receptorów błonowych. Jak widać, większość z nich to 
kaspazy z podrodziny CPP32. Wydaje się więc, że 
uczestnictwo kaspaz z rodziny ICE nie może być 
znaczące dla przebiegu apoptozy, w którym kaspaza 
S jest kluczową proteazą [106], chociaż sprawa ta jest 
ciągle przedmiotem dyskusji [69], Aktywne, znajdują
ce się najwyżej w hierarchii, kaspazy 8 i 10 (i ewentual
nie kaspaza 2), zwane niekiedy kaspazami inicjującymi, 
aktywują następnie kolejne kaspazy tzw. wzmacniają
ce i wykonawcze, które przeprowadzają proteolizę 
wspomnianych już różnych białek komórkowych 
[107, 108],

Zahamowanie aktywności kaspaz przez liczne syn
tetyczne i/lub wirusowe inhibitory, blokuje apoptozę 
komórek Jurkat wywołaną stymulacją ich receptorów 
FAS i bardzo wyraźnie zwiększa ich przeżywalność 
[109, 110]. Wynik ten stanowi eksperymentalne po
twierdzenie znaczenia udziału kaspaz w apoptozie 
wywołanej stymulacją receptorów błonowych. W ska
zuje także, że kaspazy mogą być enzymami docelowy
mi w leczeniu schorzeń, których przyczyną jest nad 
mierna apoptoza komórek.

IV. Prawdopodobne regulacje przebiegu 
transmisji sygnału do apoptozy

Efektywność transmisji sygnału proapoptycznego 
generowanego przy błonie komórkowej może wiązać 
się z:

- ilością receptorów błonowych i właściwościami ich 
zewnątrzbłonowych oraz cytoplazmatycznych d o 
men
ilością ligandów (induktorów apoptozy) i ich zdol
nością do współdziałania z receptorami

— obecnością endogennych białek hamujących ak 
tywację kaspaz „inicjujących” i tym samym ham u
jących przekazanie sygnału do kaspaz „wykonaw
czych”

— działaniem egzogennych inhibitorów kaspaz, prze
de wszystkim białek wirusowych.

Czynnikiem istotnym dla intensywności transmisji 
sygnału proapoptotycznego jest także stan oksydore- 
dukcyjny komórki [111] oraz wewnątrzkomórkowy 
poziom ATP [112-114], Czynniki te są ważne dla 
przebiegu apoptozy wywołanej praktycznie większoś
cią przebadanych induktorów. Na podstawie danych 
wskazujących, że obniżenie wewnątrzkomórkowego 
poziomu ATP hamuje apoptozę komórek Jurka t i 
HeLa, indukowaną poprzez stymulację receptora 
FAS, oraz aktywność kaspaz, wysunięto w 1997 r h ipo
tezę, że aż dwa etapy w szlaku apoptotycznym in
dukowanym poprzez receptor FAS są wrażliwe na 
niedobór ATP. Jednym z nich jest prawdopodobnie 
aktywacja kaspazy 8 i/lub przekazanie sygnału do 
kaspaz „wykonawczych”, drugim zaś etap przekazania 
sygnału do apoptozy z cytoplazmy do jądra, w k tó 
rym prawdopodobnie uczestniczą liczne kinazy biał
kowe [114],

IV-1. Regulacja poziomu i właściwości składni
ków układu FA S/FA S-L

Zarówno receptor FAS jak i jego ligand FAS-L 
występują na powierzchni wielu komórek, w w arun
kach fizjologicznych rzadko jednak receptor i ligand 
znajdują się jednocześnie na powierzchni tej samej 
komórki [115, 11]. To prawidłowe ich rozmieszczenie 
może się zmieniać pod wpływem różnych czynników 
wpływających na intensywność transkrypcji kodują
cych je genów. W regulacji ekspresji genu kodującego 
receptor FAS i/lub FAS-L uczestniczą endogenne 
białka: interferon y [11], przypuszczalnie czynniki 
transkrypcyjne N F kB [9, 116] i CREB [117] oraz 
białko supresorowe p53 [118, 119]. Nie wiadomo, czy 
białka te wywierają też wpływ na ekspresję genu 
kodującego ligand FAS-L.

Ostatnio okazało się, że wiele chemioterapeutyków, 
wywołujących apoptozę różnych komórek nowotwo
rowych (komórki leukemiczne, neuroblastoma, hepa- 
toma) indukuje w nich ekspresję genów kodujących 
FAS i/lub ligand FAS. Tyczy to takich cytostatyków 
jak doksorubicyna, bleomycyna, metotreksat, fluoro- 
uracyl, kamptotecyna i cis-platyna [119-122], Ekspre
sję genu receptora FAS stymulują również estry for- 
bolu, hamuje zaś cyklosporyna A [12, 122]. Należy 
podkreślić, że indukcja ekspresji genów receptora FAS 
i jego liganda, i w konsekwencji apoptozy, pod wpły
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wem bleomycyny, cis-platyny lub metotreksatu nie 
zachodzi w kom órkach hepatomy, które zostały po
zbawione białka supresorowego p53 [119]. Obserwa
cja ta potwierdza znaczenie białka p53 w m odulowa
niu ekspresji tych genów. Wzrost, w wyniku terapii, 
ilości receptora błonowego FAS i jego liganda może 
podwyższać wrażliwość komórek nowotworowych na 
stosowane leki, a tym samym zwiększać skuteczność 
terapii [122]. Większe ilości uwolnionego z powierz
chni komórek nowotworowych wolnego, cyrkulujące- 
go liganda FAS-L, mają też niewątpliwy wpływ na 
funkcjonowanie układu immunologicznego [115].

Zmiana struktury, prowadząca do zmian właściwo
ści receptora i/lub liganda, często może wynikać 
z mutacji w kodujących je genach oraz z różnego typu 
modyfikacji potranslacyjnych zarówno fragmentów 
zewnątrzbłonowych jak i cytoplazmatycznych tych 
białek. Najwcześniej poznanymi mutacjami są wy
stępujące w komórkach myszy mutacje Ipr (lymphopro- 
liferation) w genie receptora FAS i gpl (generalized 
lymphoproliferation disease) w genie liganda FAS [9, 
11, 123]. Mutacja Ipr wynika z wbudowania w intron 
genu kodującego receptor FAS wirusowego trans- 
pozonu (transposable element), co w efekcie powoduje 
przedwczesne zakończenie transkrypcji. Mutacja gpl 
genu kodującego ligand FAS jest mutacją punktową, 
której wynikiem jest zastąpienie jednej z fenyloalanin 
w części zewnątrzbłonowej liganda alaniną. Obydwie 
mutacje powodują utratę pełnionych przez te białka 
funkcji. Obecność zmutowanych form receptora i/lub 
liganda wywołuje bardzo poważne konsekwencje bio
logiczne, zwłaszcza zaburzenia funkcjonowania ukła
du odpornościowego, przejawiające się jako choroby 
limfoproliferacyjne i autoimmunologiczne, kończące 
się niekiedy śmiercią nosicieli mutacji [8, 9, 124, 125], 
Jest też przyczyną wielu poważnych schorzeń u ludzi 
[126, 127], Mutacje Ipr i glp nie są jedynymi znanymi 
m utantam i receptora FAS i liganda FAS-L. Inne niż 
Ipr i glp mutacje receptora FAS znaleziono w lim
focytach T pacjentów z chorobą ALPS (autoimmune 
lymphoproliferative syndrome), nie są one jeszcze w pe
łni scharakteryzowane [127]. Badania mutacji są 
niezwykle pomocne w określaniu interakcji białek 
uczestniczących w transmisji sygnału apoptotycznego.

Przykładem najdalej posuniętej, naturalnie wystę
pującej modyfikacji receptora należącego do rodziny 
T N F , jest obecność w błonach komórek prawidłowych 
nieaktywnego receptora T R ID  [24, 25]. Receptor ten, 
wiążący cytokinę TRAIL, jest białkiem powierzch
niowym, zakotwiczonym w błonie poprzez fragment 
glikofosfołipidowy, wykazującym znaczną homologię 
z zewnątrzbłonowymi fragmentami aktywnych recep
torów DR3/TRAIL-R2. Nie ma on jednak części 
cytoplazmatycznej, co sprawia, że nie przekazuje syg
nału apoptotycznego do kaskady kaspaz. Komórki 
prawidłowe, na których powierzchni występuje recep
tor T R ID  „wytrzymują” niszczące działanie konstytu
tywnie występującej cytokiny TRAIL. Nieznane, jak

dotąd, są jednak czynniki wywołujące powyższą m o
dyfikację receptora TRAIL.

Badania modyfikacji potranslacyjnych receptora 
FAS rozpoczęły się niedawno. Wykazały one, że 
cytoplazmatyczna domena receptora FAS wiąże się nie 
tylko z białkami adaptorowymi bezpośrednio uczest
niczącymi w przekazywaniu sygnału do apoptozy, lecz 
także z innymi białkami. Opisano jej interakcje z biał
kiem FAP-1 (F/AS-associated ghosphatase-1) będącym 
fosfatazą serynową [128, 129], białkiem RIP (Recept or- 
-interacting protein), kinazą serynowo-treoninową 
[37], białkiem FAF-1 (FpAS-associated-factor; 130), 
zidentyfikowanym ostatnio jako  ubikwityna lub biał
ko ubikwityno-podobne [131] oraz białkiem UBC- 
-FAP (F/AS-associated protein; 132), enzymem wy- 
znakowującym ubikwityną białka mające ulec de
gradacji w proteasomie. Możliwość wiązania przez 
receptor FAS białek zdolnych do przeprowadzania 
fosforylacji i defosforylacji, a także do skierowywania 
białek na drogę proteolizy wskazuje, że białka te mogą 
w nieznany jeszcze sposób uczestniczyć w kontroli 
przekazywania sygnału z receptorów FAS do białek 
efektorowych. Przemawiają też za wielopoziomową 
regulacją tego procesu.

IV-2. Udział endogennych białek w regulacji 
transmisji sygnału

Specyficznym, jak się obecnie wydaje, regulatorem 
szlaku przekazywania sygnału do apoptozy po pobu
dzeniu receptorów nadrodziny T N F  jest białko wy
kryte w 1997 r. przez kilka niezależnych grup badaczy
[133] i opisane pod nazwami FL IP  (Flice -  inhibitory 
protein; 134), CASPER (135), FLA M E {FLICE  -  an- 
tiapoptotic molecule, 136), CASH [137], I-FLICE 
([nhibitor o f  F/LICE; 138). Wykryto je w tkance 
mięśniowej, różnych komórkach limfoidalnych, a tak 
że w komórkach czerniaka [134], Gen kodujący to 
białko znajduje się w komórkach ludzkich w chrom o
somie 8, w pobliżu genów kodujących kaspazy 8 i 10 
[134, 135]. Białko to, nazywane dalej FLIP , charak
teryzuje obecność w N-końcu dwóch efektorowych 
domen śmierci (DED), poprzez które może się ono 
wiązać z innymi białkami mającymi domenę D E D  
dając homodimery (2 cząsteczki FLIP), lub hetero- 
dimery z białkiem adaptorowym F A D D  oraz kas- 
pazami 8 i 10 [134, 136, 137], a także białkiem 
adapterowym  TRAF-2 [133]. C-koniec białka FL IP  
charakteryzuje podobieństwo sekwencji do prodome- 
ny kaspaz 8 i 10 [137, 138], brak w nim natomiast 
sekwencji aminokwasów występujących w centrum 
aktywnym kaspaz (cysteina zastąpiona jest tyrozyną)
[134], W związku z tym białko F L IP  nie wykazuje 
aktywności katalitycznej. M ożna je więc traktować 
jako  inertną (nieaktywną) kaspazę. F L IP  może wy
stępować w kom órkach w 2 formach — krótszej 
i dłuższej. Są sugestie, że występowanie tych form może 
być tkankowo-specyficzne [134], Znaczenie fizjologi
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czne obecności w komórkach nieaktywnych kaspaz 
„inicjujących” apoptozę jest niewątpliwe, jednak różne 
są poglądy o sposobie ich działania. Część badaczy 
uważa [134, 136, 138], że jedyną fizjologiczną funkcją 
komórkowych białek F L IP  jest hamowanie przez nie 
apoptozy. Ich antyapoptotyczne działanie miałoby 
imitować działanie wirusowych białek F L IP  [139- 
-142], które zakłócają wiązanie prokaspaz 8 i 10 
z białkiem adaptorowym FADD. Inni skłonni są 
uważać, że komórkowe białko FL IP  może być czyn
nikiem proapoptotycznym, wywołującym aktywację 
kaspazy 10, a także kaspazy 3, dzięki temu, że może 
ono utworzyć heterokompleks jednocześnie z tymi 
dwoma enzymami [138], Do antyapoptotycznego 
działania F L IP  może się też przyczyniać ich zdaniem, 
wpływ F L IP  na trwałość kompleksu adaptora  TRAF- 
-2 z białkiem inhibitorowym IAP [138]. Są również 
wyniki wskazujące, że o tym w jaki sposób zadziała 
białko FL IP  decydować może ekspresja jego k ró t
szej lub dłuższej formy oraz „stan fizjologiczny” ko
mórek [137].

Endogennymi białkowymi inhibitorami apoptozy 
są również białka IAP (inhibitory apoptosis proteins), 
homologi wcześniej wykrytych wirusowych białek IAP 
[143]. Cechuje je obecność w C-końcu struktury typu 
palca cynkowego (R IN G  finger), zaś w N-końcu wy
stępowanie specyficznych domen tzw. BIR (haculorirus 
IA P  repeats), dla których typowy jest układ am ino
kwasów Cys-X2-Cys oraz Cys-X-His. Domeny BIR 
biorą udział w interakcjach IAP z innymi białkami, 
a ich obecność jest niezbędna dla spełniania inhibitoro
wych funkcji. Polegają one, jak się sądzi, na zakłócaniu 
przekazywania sygnałów z receptorów T N F-R  1/R2. 
Niektóre białka IAP (c-IAPj i c-IAP2) wiążą się 
bowiem z białkiem adaptorowym TRAF-1 bądź 
TRAF-2, „skierowującymi” sygnał do aktywacji kas
paz lub do czynnika transkrypcyjnego N FkB  [144], 
Molekularny mechanizm działania białek IAP nie 
został jeszcze w pełni poznany.

Najdawniej poznane endogenne regulatory apop
tozy— białka z rodziny BC1-2, którym przypisuje się 
zarówno anty-jak  i proapoptotyczne działanie [97-99] 
nie grają, jak się wydaje, bezpośredniej roli w kon t
rolowaniu apoptozy inicjowanej przez aktywację rece
ptorów błonowych z rodziny T N F-R  [33, 104, 105, 
145]. Nie jest to jednak stwierdzenie kategoryczne, 
pojawiają się bowiem doniesienia o częściowym ham o
waniu przez BC1-2 apoptozy niektórych komórek 
wywoływanej działaniem cytokin z rodziny TNF-R 
[146-148]. Białko BC1-2 zdolne jest też do hamowania 
apoptozy komórek wątroby, następującej w wyniku 
podania myszom przeciwciał anty-FAS [149]. Dys
kusyjny jednak pozostaje ciągle problem identyfikacji 
etapu apoptozy, który jest wrażliwy na działanie białek 
BC1-2. Z pewnością nie jest to etap, w którym następuje 
aktywacja kaspaz 8/10, chociażby ze względu na brak 
białek BC1-2 w błonach plazmatycznych. Bardziej 
p rawdopodobny wydaje się udział BC1-2 w aktywacji

kaspaz plazmatycznych, znajdujących się w pobliżu 
miejsc występowania białek z rodziny BC1-2, tzn. 
w zewętrznej błonie mitochondrialnej, endoplazmaty- 
cznym retikulum i błonie jądrowej. Za tym przypusz
czeniem przemawia też wykazana ostatnio (rozdział
II I-2) fizyczna interakcja białka BC1-2 z białkami 
A paf-l/CED H  i prokaspazami.

IV-3. Białka wirusowe jako regulatory apoptozy

Białka syntetyzowane przez wirusy mogą być ak 
tywatorami, jak też i inhibitorami, apoptozy w zain
fekowanych komórkach. Molekularne mechanizmy 
leżące u podstaw ich tak przeciwstawnych działań są 
bardzo różne i omówienie ich przekracza ramy tego 
artykułu, zasygnalizuję więc tylko te, które działają na 
szlak przekazywania sygnału do apoptozy związany 
z kaspazami.

Spośród białek wirusowych, będących silnymi i spe
cyficznymi inhibitorami kaspaz, wymienić należy prze
de wszystkim białko CrmA (cytokine response modifier) 
wirusa ospy tzw. serpinę [150-153]. Hamuje ono 
aktywność kaspaz działających w różnych fazach 
apoptozy, jednakże w nie we wszystkich kom órkach 
blokuje aktywację kaspazy 8 [81]. Inhibitor CrmA 
w odróżnieniu od białka BC1-2 hamuje skutecznie 
apoptozę zachodzącą, między innymi, przy udziale 
receptorów FAS [ 152,154, 155], Na etapie hamowania 
aktywacji kaspazy 8 wydają się natomiast działać 
syntetyzowane przez różne wirusy białka F L IP  [139- 
-142] (porównaj rozdział IY-2). Inhibitorami pewnych 
kaspaz są także: białko p35 i niektóre białka IAP 
syntetyzowane przez bakulowirusy (wirusy infekujące 
komórki owadzie) [143, 156-158], Wydaje się, że 
hamują one kaspazy znajdujące się w hierarchii poniżej 
kaspazy 8 [159]. Białka IAP tylko częściowo hamują 
apoptozę wywołaną nadekspresją adaptorowego biał
ka FA D D  [156]. Wykazano natomiast ich udział 
w regulacji przekazywania sygnałów z receptorów 
TN F-R  dzięki interakcjom z białkami adaptorowymi 
TRAF [59, 158],

V. Uwagi końcowe

Omówione badania dotyczyły tylko jednego z licz
nych działań receptorów błonowych z rodziny TN F-R , 
jakim jest promowanie przez nie apoptozy. Należy 
zdawać sobie sprawę, że cytokiny aktywujące te recep
tory, zwłaszcza TNF-R, przejawiają ponadto  bardzo 
szerokie spektrum działania. Funkcjonowanie ich, 
poprzez wpływ na syntezę innych cytokin, interferonu 
y i (3, białek ostrej fazy, przeciwciał, powstawanie 
wolnych rodników itp. [160, 161], związane jest przede 
wszystkim z licznymi zaburzeniami układu im m unolo
gicznego, w tym także z immunologicznym konfliktem 
zachodzącym pomiędzy nowotworem a jego nosicie
lem [162].
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Rola reaktywnych form tlenu w apoptozie 

Role of reactive oxygen species in apoptosis

G R Z E G O R Z  BARTOSZ*
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Wykaz stosowanych skrótów: BHA butylohydroksyanizol; 
BHT — butylohydroksytoluen; BSO — butionylosulfok- 
syimina; D C F  dichlorofluorescyna; D M P O  5,5-dime- 
tylopyrolino-N-tlenek; D TPA dietylotetraaminopentaoc- 
tan; EDTA — etylenodiaminotetraoctan; G SH  — glutation 
zredukowany, GSSG — glutation utleniony (disulfid glu ta
tionu); NAC — N-acetylocysteina; PBN — N-t-butylo-(- 
-fenylonitron); R F T  — reaktywne formy tlenu; S O D  —  dys- 
m utaza ponadtlenkowa; T E M P O  — 2,2,6,6-tetrametylopi- 
perydyno-l-oksyl.

I. Wstęp

Różnorodność czynników wywołujących apoptozę 
skłania do zastanowienia, czy wszystkich z nich nie 
łączy wspólny mechanizm działania. Pytanie to krzy
żuje się z innym, stawianym od szeregu lat przez 
badaczy reaktywnych form tlenu: czy reaktywne formy 
tlenu, oprócz destruktywnego działania na składniki 
komórek nie pełnią jakiejś korzystnej funkcji przenoś
ników informacji, podobnie jak zbliżona do nich pod 
względem wielu właściwości reaktywna forma azotu, 
tlenek azotu [1, 2]? Przesłanki te legły u boku podstaw 
hipotezy, iż wszystkie czynniki wywołujące apoptozę 
indukują stres oksydacyjny w kom órkach wzmagając

* Prof. dr hab., Katedra  Biofizyki Molekularnej Uniwer
sytetu Łódzkiego,ul. S. Banacha 12/16, 90-237 Łódź; e-mail: 
gbartosz@biol.uni.lodz.pl

wytwarzanie reaktywnych form tlenu lub upośledza
jąc przeciwutleniające mechanizmy ochronne kom ó
rek [3, 4],

II. Reaktywne formy tlenu (RFT) mogą po
średniczyć w indukcji apoptozy

II-I. RFT wywołują apoptozę, przeciwutleniacze 
jej zapobiegają

Stwierdzono, że RFT lub czynniki upośledzające 
antyoksydacyjne mechanizmy obronne indukują apo
ptozę komórek wielu typów, a przeciwutleniacze wy
kazują w tych przypadkach działanie ochronne. Apop
tozę komórek wywołują bezpośrednio reaktywne for
my tlenu i azotu, produkty reakcji RFT (np. nadtlenki) 
i związki powstające z rozpadu tych produktów  oraz 
czynniki indukujące bądź zwiększające wytwarzanie 
RFT (Tab. 1). Należy jednak wspomnieć, że wymienio
ny w tabeli tlenek azotu może też działać antyapop- 
tycznie [48, 49]. D onor tlenku azotu, S-nitrozoglu- 
tation indukuje apoptozę tymocytów w niskich stęże
niach (< 0 ,6  mM), natomiast w wyższych stężeniach 
(1-2 mM) hamuje apoptozę wywołaną działaniem 
innych czynników [50].

Mechanizm apoptycznego działania T N F  wydaje 
się polegać na indukcji wytwarzania RFT w mitochon-
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Tabela 1.
N iek tó re  czynniki w ywołujące  ap o p tozę :  reak ty w n e  form y tlenu, 
p r o d u k ty  ich reakcji  i czynniki  induk u jące  b ąd ź  zwiększające 
w y tw arzan ie  r eak tyw nych  form tlenu

C zynnik P iśm iennic tw o

N ad tlenek  w o d o ru ,  niskie s tężenia 
(ICC 100 pM ) [5-9]

O zon [10]

Tlenek azo tu [11-13]

N a d t le n o a z o ty n [14-17]

W o d o r o n a d t le n e k  r -buty low y [18, 125]

N a d t le n k i  l ipidów [19, 20]

4 - H y d ro k s y n o n e n a l [21]

A kro le ina [22]

O k s y d a ty w n ie  m o d y f ik o w a n a  l ip o p ro te in a  
o niskiej gęstości (LD L) [23]

W ysokie  ciśnienie  parc ja lne  t lenu [24, 25]

P ro m ien io w a n ie  nadf io le tow e [26, 27]

P ro m ie n io w a n ie  jo n izu jące [9, 28]

T e ra p ia  fo to d y n a m ic z n a [29, 30]

A n tracyk l iny [31]

M e n a d io n  i inne naf to ch in o n y [32, 123]

P a ra k w a t [33]

n s - D ia m in o c h lo r o p la ty n a [34]

B leom ycyna [9]

N e o k a rc y n o s ta ty n a [9]

D o p a m in a [35, 36]

D o p a m in o -m e la n in a [37]

C yjank i [38]

Jo n y  żelaza [39]

J o n y  miedzi [40]

Jo n y  m a n g a n u [41, 42]

Jo n y  w a n a d u [43]

J o n y  rtęci [44]

C u k r y  redukujące ,  w tym g lukoza [45, 46]

C zynn ik  m ar tw icy  guzów  (T N F ) [47]

driach [50], choć nie wszyscy badacze podzielają ten 
pogląd [51, 52]. Anomalie struktury mitochondriów 
typowe dla stresu oksydacyjnego stwierdzono w ko
mórkach niektórych przynajmniej typów poddanych 
działaniu T N F  [53]. Indukcji apoptozy przez T N F  
przeciwdziałała atmosfera beztlenowa i nadekspresja 
zlokalizowanej w mitochondriach M nSO D  [54],

Indukcja apoptozy hepatocytów in vitro przez eta
nol wiąże się ze stresem oksydacyjnym. W komórkach 
poddanych działaniu etanolu obserwowano wzrost 
szybkości wewnątrzkomórkowego utleniania dichlo- 
rofluorescyny (będący miarą szybkości tworzenia nad
tlenków; Ryc. 1). Apoptoza wywołana przez etanol 
była ham ow ana przez przeciwutleniacze i 4-metylo- 
pirazol (inhibitor dehydrogenazy alkoholowej), co 
sugeruje, że mechanizm apoptycznego działania e tano
lu polega na stymulacji wewnątrzkomórkowego wy
twarzania R FT podczas metabolizmu etanolu [55]. 
Istnieją również podstawy, by sądzić, że amyloid 
odkładający się w blaszkach włókien nerwowych osób 
dotkniętych chorobą Alzheimera powoduje apoptozę 
neuronów poprzez mechanizm stresu oksydacyjnego. 
Cytotoksyczne fragmenty amyloidu wywołują bowiem 
in vitro apoptozę neuronów embrionów szczura in
dukując równocześnie znaczne obniżenie stężenia glu- 
tationu w tych kom órkach [56, 57],

Przeciwutleniacze i przeciwutleniające enzymy 
ochronne hamują apoptozę wywołaną działaniem 
RFT i wytwarzających je czynników. Ekspozycja na 
działanie układu glukoza/oksydaza glukozowa (wy
twarzającego nadtlenek wodoru) lub na działanie 
dimetylomaleinianu (tworzącego koniugat z glutatio- 
nem i pozbawiającego komórki tego głównego hydro- 
filowego przeciwutleniacza) wywołują apoptozę ko
mórek mięśni gładkich, której przeciwdziała katalaza 
i chelator jonów żelaza, deferryoksamina [58]. Apop- 
tozie wywołanej przez T N F  przeciwdziała tioredo- 
ksyna i N-acetylocysteina [59] oraz wysoki poziom 
aktywności SOD w komórkach [60], N-(2-Merkap- 
toetylo)-l,3-propanodiamina (związek W R -1065) ha
muje apoptozę wywołaną działaniem promieniowania 
jonizującego [61]. Apoptoza mieloidalnych komórek 
białaczkowych M l,  zarówno zależna, jak i niezależna 
od genu p53, jest hamowana przez przeciwutleniacze 
takie jak N-acetylocysteina (NAC), PBN, BHT i BHA, 
a wzmagana przez egzogenny nadtlenek wodoru [62]. 
Odwrotnie, obniżenie stężeń przeciwutleniaczy i ob
niżenie aktywności przeciwutleniających enzymów 
ochronnych może mieć działanie apoptyczne. Apo
ptoza zachodzi w następstwie obniżenia stężeń 
głównych wewnątrzkomórkowych przeciwutleniaczy, 
zwłaszcza glutationu [63] i utlenienia innych we
wnątrzkomórkowych tioli [64], Komórki wykazujące 
niedobór peroksydazy glutationowej są bardziej wraż
liwe na apoptyczne działanie czynników wytwarzają
cych nadtlenek wodoru [65]. N iedobór dehydrogena
zy glukozo-6-fosforanowej zwiększa podatność leuko
cytów na apoptyczne działanie czynników takich jak 
promieniowanie jonizujące czy daunomycyna [66]. 
Nadekspresja dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) prze
ciwdziała apoptozie neuronów spowodowanej pozba
wieniem czynnika wzostu neuronów [67], natomiast 
oligonukleotydy antysensowe specyficzne wobec RNA 
dla C uZ nSO D  indukują apoptozę w komórkach PC 12 
[68]. N eurony myszy transgenicznych pozbawionych
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Dioctan dichlorofluorescyny

RFT

Dichlorofluorescyna (DCF) /  / \ \/  i \  \

Ryc. 1. P o m ia r  u t len ian ia  niefluoryzującej  2’, 
7 '-d ich lorof luorescyny  (D C F )  d o  fluory
zującej 2’, 7’-d ich lorof luoresceiny  jest 
najczęściej  m e to d ą  oceny w y tw arzan ia  
R F T  w kom órce .  S u b s t ra t  dla  reakcji 
z R F T  pow sta je  w w yn iku  w e w n ą t rz 
k o m ó rk o w e j  hydrolizy  es t ru  D C F ,  ła two 
przen ika jącego  przez b łonę  p lazm atycz-  
n ą  D C F  i p r o d u k t  jej u t len ien ia  p rz e n ik a 
ją  znacznie  gorzej i są z a t rzy m y w an e  
w kom órce .

genu C uZ nSO D  łatwiej ulegają apoptozie w następ
stwie niedokrwienia i reperfuzji mózgu [69],

Podwyższenie aktywności SO D  (wytwarzającej 
nadtlenek wodoru), któremu nie towarzyszy odpowie
dni wzrost aktywności enzymów usuwających H 20 2 
wywołuje jednak stres oksydacyjny spowodowany 
zwiększeniem poziomu nadtlenku wodoru. Taki stres 
oksydacyjny może również wywoływać apoptozę. 
Neurony kory mózgu 16-19-tygodniowych em brio
nów z zespołem Downa (trisomia 21 prowadząca m.in. 
do zwiększonej aktywności C uZ nSO D  kodowanej 
przez gen umiejscowiony na tym chromosomie) ulega
ją spontanicznej apoptozie po 7-14 dniach hodowli, 
podczas gdy neurony embrionów nie obarczonych tym 
zespołem nie wykazują oznak apoptozy. Neurony 
pochodzące od embrionów z zespołem D owna również 
szybciej utleniają DCF, a ich apoptozie przeciwdziała
ją przeciwutleniacze [70], Neurony myszy transgenicz- 
nych wykazujących nadekspresję C uZ nSO D  cechują 
się niższym poziomem glutationu, zapewne w następ
stwie stresu oksydacyjnego. N eurony te łatwiej ulegają 
apoptozie wywołanej działaniem kwasu kainowego 
[71], Komórki hemopoetyczne i tymocyty myszy 
z nadekspresją C uZnSO D  łatwiej ulegają apoptozie, 
szybciej utleniają D C F i wykazują wyższą peroksyda- 
cję lipidów [72]. Również neurony, w których uzys
kano ekspresję zmutowanej formy CuZnSO D , charak
terystycznej dla rodzinnej postaci stwardnienia zani
kowego bocznego (choroby Lou-Geringa) łatwiej ule
gają apoptozie po pozbawieniu surowicy w pożywce; 
chelatory metali (dietyloditiokarbaminian i penicyloa- 
mina) hamują tę apoptozę [73],

Interesujące obserwacje dotyczą wpływu nadtlenku- 
wodoru na komórki in vitro. D obow a ekspozycja 
fibroblastów na działanie niższych stężeń tego czyn
nika (50-100 pM, tj. 1-2 pmol/106 komórek) powoduje 
pojawienie się „fenotypu starych kom órek”, niezdol

nych do podziału, ale też nie wykazujących oznak 
apoptozy; wyższe stężenia nadtlenku wodoru (300-400 
pM) powodują apoptozę [74], Nadtlenek wodoru nie 
indukuje apoptozy w starych fibroblastach [7], K o
mórki linii T (CCRF-CEM ) w pożywce bez surowicy 
ulegają apoptozie, jeśli ich stężenie jest niższe niż 
2- 105/ml. Zdolność tych komórek do wzrostu w wyż
szych stężeniach jest uwarunkowana autokrynnym 
wydzielaniem przez nie katalazy do środowiska [75], 

Indukcja apoptozy przez stres oksydacyjny może 
być fizjologicznym mechanizmem regulacyjnym. W sy
tuacjach, w których makrofagi [76] i neutrofile [13] 
zabijają komórki indukując w nich apoptozę, głów
nymi mediatorami tego działania wydają się być RFT 
i tlenek azotu. Hemopoeza wątrobowa ustaje u gryzoni 
w okresie perinatalnym. Wydaje się, że przyczyną 
apoptozy komórek hemopoetycznych, jaka  zachodzi 
w tym okresie jest obniżenie stężenia GSH w wątrobie 
i prawdopodobnie zmniejszone uwalnianie tego związ
ku przez hepatocyty przed końcem ciąży [77],

W sytuacjach, w których apoptoza indukowana 
przez stres oksydacyjny jest zbawienna dla organizmu, 
przeciwutleniacze mogą wykazywać paradoksalnie 
niekorzystne działanie. Istotnie wykazano, iż dieta 
bogata w witaminę E (przeciwutleniacz) sprzyja wzros
towi nowotworów wątroby myszy poddanych działa
niu dietylonitrozoaminy, zmniejszając apoptozę k o 
mórek nowotworowych [78],

Zanik ogona podczas metamorfozy kijanek zacho
dzi dzięki apoptozie komórek tworzących ten organ. 
Wydaje się, że indukcja apoptozy komórek ogona 
kijanki żaby Rana rugosa jest indukowana przez 
nadtlenek wodoru: w okresie poprzedzającym ap o p 
tozę w tkankach ogona wzrasta aktywność C uZ nSO D  
(wytwarzającej H 20 2), a maleje aktywność katalazy 
(usuwającej H 20 2). Analogicznych zmian nie obser
wowano w innych tkankach [79].

ci
C O O H

24 POSTĘPY BIOCHEMII 44(1), 1998http://rcin.org.pl



Z drugiej strony, stres oksydacyjny wydaje się też 
leżeć u podłoża apoptozy towarzyszącej wielu choro
bom i procesowi starzenia się: apoptozy neuronów 
istoty czarnej mózgu zachodzącej podczas starzenia się 
organizmu [80], apoptozy neuronów w następstwie 
urazu niedokrwienno-reperfuzyjnego [69] i w przebie
gu takich chorób charakteryzujących się degeneracją 
neuronów jak  choroba Parkinsona, choroba Alzhei
mera i stwardnienie zanikowe boczne [81], apoptozy 
komórek nerek towarzyszącej nefropatii cukrzycowej 
[82] oraz apoptozy limfocytów T zaatakowanych 
przez wirusa HIV [83, 84],

II-2. RFT pośredniczą w apoptozie indukowanej 
działaniem innych czynników, przeciwutle
niacze zapobiegają apoptozie

Samo wykazanie indukcji apoptozy przez stres 
oksydacyjny nie dałoby asumptu do wnioskowania 
o bardziej uniwersalnej roli RFT w tym procesie. 
Stwierdzono jednak, że przeciwutleniacze chronią tak 
że przed apoptozą indukowaną przez szereg innych 
czynników, które niekoniecznie wiązano z zaburze
niem równowagi pomiędzy peroksydantami a antyoksy- 
dantami czyli z indukcją stresu oksydacyjnego. Przyj
rzyjmy się kilku przykładom. Szereg chelatorów metali 
takich jak etylenodiaminotetraoctan (EDTA), dietylo- 
tetraaminopentaoctan (DTPA), przeciwutleniacze ta 
kie jak 2,2,6,6-tetrametylopiperydyno-l-oksyl (TEM 
PO) i pułapki spinowe N-t-butylo-a-fenylonitron 
(PBN) czy 5,5-dimetylo-l-pirolino-l-tlenek (D M PO ) 
hamują apoptozę tymocytów indukowaną działaniem 
deksametazonu czy etopozydu [85, 86]. Przeciwutle- 
niacz W R -1065 przeciwdziała także apoptozie tymocy
tów indukowanej przez glukokortykoidy i jonofory 
C a 2+ [61], a przeciwutleniacz kurkum ina [87] i puła
pki spinowe [88] apoptozie tych komórek wywołanej 
przez glukokortykoidy, tapsygarginę i etopozyd. Prze
ciwutleniacze hamują apoptozę indukowaną przez 
inhibitory topoizomerazy [89]. Hybrydy komórek 
T ulegają apoptozie po pobudzeniu receptora T; 
apoptozie tej przeciwdziała NAC [90]. Przeciwutle
niacze przeciwdziałają apoptozie komórek białacz- 
kowych HL-60 indukowanej działaniem syntetycz
nego retinoidu, o prawdopodobnych właściwościach 
przeciwnowotworowych [91], apoptozie komórek ra 
ka jajnika indukowanej przez transformujący czynnik 
wzrostu ß l  [92], apoptozie neuronów wywołanej 
przez endogenną neurotoksynę (N-metylo(R)salzoli- 
nol) [93], apoptozie hepatocytów wywołanej przez 
kwasy żółciowe [94] oraz apoptozie komórek leuke- 
micznych WEH231 indukowanej przez ceramid i sie
ciowanie IgM na powierzchni komórek [95]. Proapo- 
ptyczne działanie leków cytotoksycznych (etopozyd, 
kamptotecyna, melfalan i chlorambucyl) jest ham ow a
ne przez katalazę [29], Obniżenie stężenia glutationu 
wzmaga, a dodanie katalazy hamuje apoptozę zain
fekowanych wirusem HIV limfocytów T wywołaną

T abela 2.
N iek tó re  czynnik i  p rzec iw dzia ła jące  apoptozie :  a n ty o k s y d a n ty  
i ch e la to ry  j o n ó w  metali

C zynnik Piśm ien ic tw o

G lu ta t io n [63, 96, 106]

W i ta m in a  E [78]

N -A cety locys te ina [59, 62, 90]

BHA [62]

B H T [62]

T E M P O [85, 86]

D M P O [85, 86]

P B N [62, 85, 86]

K u r k u m in a [87]

N - (2 - M e rk a p to e ty lo ) - l  ,3 - p r o p a n o d i a m i n a  
(związek W R - 1065) [61]

T lenow e p o c h o d n e  fu llerenów [98]

T io re d o k s y n a [59]

D y s m u ta z a  p o n a d t l e n k o w a [60, 67, 69]

K a ta la z a [58]

D ie ty lo d i t io k a rb a m in ia n [73]

P en ic y lo a m in a [74]

E D T A [85, 86]

D T P A [85, 86]

przez kwas retinoidowy [96]. Współhodowla transfor- 
mowalnych i normalnych fibroblastów w obecności 
transformującego czynnika wzrostu (3 prowadzi do 
specyficznej eliminacji komórek nowotworowych na 
drodze apoptozy tych komórek. Proces ten jest ham o
wany przez przeciwutleniacze [97], Jako ciekawostkę 
chemiczną warto wspomnieć, że wśród przeciwutle- 
niaczy skutecznie hamujących apoptozę znajdują się 
również polihydroksylowe pochodne buckminsterful- 
lerenu C60(OHnO m) (przypomnijmy, że fullereny to 
aromatyczne klastery węgla o regularnej strukturze 
przestrzennej i ciekawych właściwościach fizycznych; 
ich odkrycie zostało uhonorowane nagrodą Nobla 
w zakresie chemii w roku 1996) [98], Lista szeregu 
przeciwutlemaczy i chelatorów jonów metali, których 
antyapoptyczne działanie zostało wykazane doświad
czalnie zestawiona jest w tabeli 2.

Istnieją dane wskazujące, że wiele czynników in
dukujących apoptozę wzmaga wytwarzanie RFT 
w komórkach. Jest tak w przypadku pozbawienia 
komórek surowicy w pożywce [99-102] co (przynaj
mniej w przypadku hepatocytów) zwiększa w nich pulę 
słabo związanego żelaza, mogącego uczestniczyć w re
akcji F entona [101] i działania N-(4-hydroksyfenylo)- 
-retinoamidu [91]. Transformujący czynnik wzrostu
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T G F ß l  indukujący apoptozę komórek ß trzustki 
[103] i hepatocytów w hodowli [104, 105] wzmaga 
wytwarzanie RFT, obniżając równocześnie ak tyw no
ści katalazy i peroksydazy glutationowej w kom órkach 
ß, a stężenie GSH w hepatocytach. Apoptoza komórek 
nowotworowych wątroby hodowanych w pożywce bez 
surowicy w obecności jonów cynku, zależna od genu 
c-myc, związana jest z obniżeniem zawartości GSH 
i podwyższeniem szybkości utleniania DCF. G lu tam i
na przeciwdziała apoptozie podwyższając poziom wew
nątrzkomórkowego glutationu [106]. Wzmożone wy
twarzanie RFT ma miejsce w takich sytuacjach in
dukujących apoptozę jak pobudzenie receptora 
CD95L komórek Thl przez glikoproteinę g p l 20 wiru
sa HIV (107) oraz pobudzenie komórek mikrogleju 
przez białko prionowe [108], Stwierdzono, że zwięk
szenie wytwarzania RFT zachodzi we wczesnym etapie 
apoptozy tymocytów indukowanej przez deksameta- 
zon [109]. Początkowe stadia apoptozy kończącej 
życie neutrofili charakteryzują się spadkiem poziomu 
glutationu i aktywności C uZ nSO D  [110]. Deprenyl 
hamujący apoptozę neuronów indukuje w tych ko
m órkach syntezę C uZ nSO D  i M nSO D  [111]. A pop
toza neurofili, zarówno spontaniczna jak i indukow a
na przez aktywację receptora Fas/APO-1 zachodzi 
znacznie wolniej w przypadku komórek pochodzących 
od osób z przewlekłą chorobą ziarniniakową (charak
teryzującą się defektem oksydazy N A D PH , wytwarza
jącej anionorodnik ponadtlenkowy w tych k om ór
kach) [112].

C2-Ceramid (N-acetylosfingozyna), uważany za 
wtórny przekaźnik takich czynników apoptycznych 
jak T N F, zwiększa uwalnianie RFT przez mitochon- 
dria, (kompleks oddechowy I) [113-115], Wśród ge
nów, których ekspresja ulega zwiększeniu w następst
wie uaktywnienia genu p53, znajdują się białka in
dukujące lub odpowiadające na stres oksydacyjny 
[116]. Komórki, w których uzyskano nadekspresję 
genu p53, wykazywały znacznie zwiększone wytwarza
nie R FT  [117].

II-3. Obniżenie stężenia glutationu zachodzi we 
wczesnej fazie apoptozy

W przebiegu apoptozy indukowanej działaniem 
szeregu czynników obserwowano obniżenie wewnątrz
komórkowego stężenia zredukowanego glutationu. 
Znaczne obniżenie stężenia GSH obserwowano we 
wczesnych stadiach apoptozy tymocytów wywołanej 
przez deksametazon, tapsygarginę i gliotoksynę) 
[118]. Egzogenny zredukowany glutation (GSH) prze
ciwdziałał apoptozie, podczas gdy utleniony glutation 
(GSSG) nasilał ją [119].

Obniżenie poziomu zredukowanego glutationu nie
koniecznie musi zachodzić w wyniku utlenienia; nie
które czynniki apoptyczne mogą indukować wypływ 
zredukowanego glutationu z monocytów [120] czy 
limfocytów [121]. Niezależnie jednak od mechanizmu,

obniżenie stężenia głównego wewnątrzkomórkowego 
przeciwutleniacza jeśli nie jest następstwem stresu 
oksydacyjnego, to indukuje go.

II-4. Bcl-2 i Bcl-xL mają działanie przeciw- 
utleniające

Ekspresja genu Bcl-2 zapobiega apoptozie komorek 
ssaków. Jakkolwiek biologiczna rola p roduktu  tego 
genu nie jest w pełni wyjaśniona [122], jedną z przypi
sywanych mu funkcji jest funkcja przeciwutleniająca 
[28, 123-125], Ekspresja genu Bcl-2 chroni komórki 
przed apoptozą wywołaną działaniem nadtlenku wo
doru, menadionu [123] i wodoronadtlenku i-butylu
[125] oraz obniżeniem poziomu GSH indukowanym 
działaniem dietylomaleinianu lub inhibitora syntezy 
glutationu, butionylosulfoksyminy (BSO) [124], Eks
presja genu Bcl-2 w kom órkach drożdży Saccharomy
ces cerevisiae pozbawionych SOD zwiększa ich przeży- 
walność w atmosferze tlenowej [124], Mechanizm 
postulowanego przeciwutleniającego działania produ
ktu genu Bcl-2 nie jest jednak jasny. W doświad
czeniach K a n e ’ a i w s p. [124] ekspresja genu Bcl-2 
w komórkach linii neuronalnej Gtl-7 przeciwdziałała 
obniżeniu poziomu GSH, podwyższeniu wytwarzania 
w tych komórkach reaktywnych form tlenu (mierzo
nych poprzez utlenianie DCF) i peroksydacji lipidów, 
co sugeruje hamowanie wytwarzania RFT. Doświad
czenia H o c k e n b e r y ’e g o  i w s p. [ 123] w kom ór
kach kilku typów wykazały brak zmian szybkości 
utleniania DCF, lecz obniżenie stopnia peroksydacji 
lipidów, co może wskazywać na przeciwutleniające 
działanie samego produktu genu Bcl-2 lub na indukcję 
biosyntezy przeciwutleniaczy lub enzymów usuwają
cych RFT. Transgeniczne myszy pozbawione obu 
kopii genu Bcl-2 cechują się m.in. szybką depigmenta- 
cją włosów (6-tygodniowe myszy siwieją), co sugeruje 
zaburzenia wewnątrzkomórkowych procesów redoks 
uniemożliwiających prawidłową syntezę melanin [28]. 
Nadekspresja genu Bcl-2 nie prowadzi do zmian 
aktywności takich enzymów antyoksydacyjnych jak 
SOD, katalaza i peroksydaza glutationowa, natomiast 
wpływa na stan redoks komórek zmniejszając stosu
nek stężeń utlenionego do zredukowanego glutationu
[126]. Komórki PC 12 transfekowane genem Bcl-2 
wykazują mniejszą peroksydację lipidów po ekspozycji 
na parakwat [33] i egzogenne źródło wolnych ro d 
ników nadtlenkowych [127],

Pogląd o przeciwutleniającym działaniu produktu  
genu Bcl-2 został zakwestionowany przez S t e  i n 
ni a n  a [128], Stwierdził on zwiększenie częstości 
mutacji u bakterii Escherichia coli, u których wywoła
no ekspresję genu Bcl-2. Może to wskazywać na 
prooksydacyjne, a nie antyoksydacyjne działanie p ro 
duktu genu Bcl-2. Zwiększenie aktywności katalazo- 
-peroksydazy w kom órkach E. coli w następstwie 
ekspresji genu Bcl-2 może być przejawem odpowiedzi 
adaptacyjnej na prooksydacyjne działanie genu Bcl-2
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wyrażające się przypuszczalnie wzmożeniem endogen
nego wytwarzania RFT [128].

Gen Bcl-xL, homologiczny z genem Bcl-2, chroni 
również komórki przed apoptozą wywołaną przez 
promieniowanie gamma, ceramid i oksydanty. Ekspre
sja genu Bcl-xL zmniejsza szybkość utleniania D CF 
i podwyższa poziom GSH w komórkach [129], W yda
je się, że ekspresja genu Bcl-xL musi prowadzić do 
wzmożenia syntezy GSH, bowiem w wyniku wzmoże
nia ekspresji genu Bcl-xL obserwowano podwyższenie 
stężenia G SH nawet w komórkach eksponowanych 
na l-chloro-2,3-dinitrobenzen, w których stężenie 
GSH spadło do niewykrywalnych wartości. Ekspresja 
genu Bcl-xL przeciwdziała również obniżeniu stężenia 
GSH będącemu skutkiem zaprzestania podawania 
interleukiny 3 kom órkom  zależnym od tego czyn
nika i apoptozie komórek wywołanej brakiem inter
leukiny [130].

Gen ced-9 nicienia Caenorhabditis elegans, homolog 
ssaczego genu Bcl-2 może pełnić rolę w reakcjach 
redoks, bowiem koduje on białko podobne do cyto- 
chromu b560 kompleksu II mitochondrialnego łań
cucha oddechowego [131]. Początkowo sądzono, że 
białkowy produkt genu Bcl-2 jest zlokalizowany na 
wewnętrznej błonie mitochondrialnej. Następnie 
stwierdzono jednak, że jest on związany z zewnętrzną 
błoną mitochondrialną, siateczką śródplazmatyczną 
i otoczką jądrow ą [132-134]; tak czy inaczej znajduje 
się więc w pobliżu głównych źródeł RFT w komórce.

III. W jaki sposób RFT mogą indukować 
apoptozę?

Wysunięto szereg, niekoniecznie wzajemnie wyklu-^ 
czających się hipotez dotyczących możliwych mecha
nizmów indukcji apoptozy przez RFT (stres oksyda
cyjny). RFT indukują podwójne pęknięcia DNA pro
wadzące do powstawania dużych fragmentów DNA 
zawierających 1-2 miliony par zasad. Zjawisko to 
poprzedza dalszą fragmentację DNA i być może jest 
czynnikiem indukującym apoptozę ^9^

Stwierdzono także, że nadtlenek wodoru, zależnie j s 
od stężenia, może aktywować bądź hamować aktyw
ność kaspaz [135]. Aktywacja kaspaz przez niskie 
stężenia H 20 2 mogłaby bezpośrednio indukować apo 
ptozę. Sfingomielinaza związana z błonami komórek \ 
wielu typów jest ham owana przez fizjologiczne stęże
nia glutationu. Zatem obniżenie stężenia glutationu 
może aktywować sfingomielinazę prowadząc do wy
tworzenia ceramidu [136].

R FT mogą też indukować apoptozę poprzez inter
ferencję z komórkowymi szlakami przekazywania in
formacji zależnymi od fosforylacji reszt tyrozyno- 
wych [137].

Szereg czynników transkrypcyjnych (zwłaszcza NF- 
-kB i AP-1) ulega aktywacji przez nadtlenek wodoru 
i inne RFT [138-140]. Z kolei indukcja czynnika 
N F -kB prowadzi m.in. do aktywacji czynnika trans-

krypcyjnego p53 [141], Być może więc aktywacja 
czynników transkrypcyjnych prowadzi do ekspresji 
„genów śmierci kom órki”. Z drugiej jednak strony, 
aktywacja czynnika N F -kB w  komórkach poddanych 
stresowi oksydacyjnemu nie musi prowadzić do ap o p 
tozy. Jest ona także konieczna, by zapobiec, drogą 
indukcji syntezy M nSOD, apoptozie neuronów wywo
łań ei działaniem takich czynników jak TNFot i cera
mid [142],

IV. Argumenty przeciwko istotnej roli RFT  
w indukcji apoptozy

IV -1. Przeciwutleniacze nie zawsze są skuteczne

Przeciwutleniacze, przeciwdziałające apoptozie in
dukowanej działaniem wielu czynników, nie są jednak 
skuteczne we wszystkich przypadkach. Niektórzy au 
torzy stwierdzili, że przeciwutleniacze nie hamują 
apoptozy indukowanej aktywacją receptora Fas [143, 
144], pozbawieniem surowicy w pożywce, działaniem 
staurosporyny [70, 144] czy działaniem T N F  [143].

Wiele przeciwutleniaczy może zresztą wywierać 
działanie niekoniecznie poprzez efekt antyoksydacyj- 
ny. Hamowanie apoptozy przez ditiokarbaminiany 
jest powszechnie przypisywane ich właściwościom 
przeciwutleniającym. Jednak zwaązki te wywierają 
także działanie prooksydacyjne, a wykazano, że ich 
utlenione formy skuteczniej hamują apoptozę niż 
formy zredukowane (o właściwościach przeciwutlenia- 
jących). Wydaje się, że antyapoptyczne działanie ditio- 
karbaminianów wiąże się głównie z hamowaniem 
aktywacji pro-kaspazy 3 przez disulfidy tych związków 
[145, 146],

IV-2. Czynniki wywołujące apoptozę niekoniecz
nie indukują stres oksydacyjny

Niektórym badaczom nie udało się stwierdzić, by 
początkowym stadiom apoptozy towarzyszyło zwięk
szone wytwarzanie reaktywnych form tlenu uwidacz
niające się jako wzmożenie szybkości utleniania D C F  
[62], Porównanie przebiegu apoptozy tymocytów 
wywołanej działaniem różnych czynników wykazało, 
że o ile metyloprednizolon i tapsygargina zwiększają 
wytwarzanie RFT we wczesnych etapach apoptozy, 
o tyle etopozyd wręcz obniża produkcję RFT i pero- 
ksydację lipidów' w porównaniu z komórkami kon tro l
nymi [147], Donoszono również o obniżeniu wy
twarzania RFT w tymocytach w następstwie działania 
deksametazonu indukującego apoptozę [148].

IV-3. Warunki prawie anaerobowe nie zapobiega
ją apoptozie

Jeśli apoptozę wywołuje stres oksydacyjny, to nie 
powinna ona zachodzić w warunkach, w których stres 
oksydacyjny nie może wystąpić — w warunkach
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anaerobowych czy prawie anaerobowych. O bserw o
wano wprawdzie, że atmosfera prawie anaerobow a 
(< 2 0  ppm 0 2) hamuje apoptozę tymocytów wywoły
waną przez szereg czynników (sieciowanie receptora T, 
glukokortykoidy, jonofor C a2 + , promieniowanie jo n i
zujące) [149], jednak sama ekspozycja na warunki 
prawie anaerobowe może powodować apoptozę, k tó 
rej zapobiega ekspresja genów Bcl-2 lub Bcl-xL, lecz nie 
przeciwutleniacze [150], Ekspresja genu Bcl-2 chroni 
więc przed apoptozą także w warunkach prawie 
anaerobowych. Ponadto, warunki prawie anaerobowe 
(< 1  ppm 0 2) przeciwdziałają wprawdzie apoptozie 
indukowanej przez czynniki utleniające (menadion czy 
C u 2 + /askorbinian), lecz nie mają wpływu na przebieg 
apoptozy wywołanej przez inne czynniki (takie jak 
staurosporyna czy przeciwciała przeciw antygenowi 
Fas) [144]. Donoszono również o hamowaniu ap o p 
tozy zależnej od stymulacji antygenu Fas przez p o d 
wyższenie wewnątrzkomórkowego stężenia anionoro- 
dnika ponadtlenkowego [151].

V. Reaktywne formy tlenu, mitochondria 
a apoptoza

Szereg przesłanek wskazuje na kluczową rolę mito- 
chondriów w przebiegu apoptozy. Wiele czynników 
wywołujących apoptozę okazało się powodować nie
specyficzne uprzepuszczalnienie błony mitochondrial- 
nej (otwarcie megakanału mitochondrialnego), a prze
ciwdziałanie otwarciu megakanału działaniem takich 
czynników jak kwas bongkrekowy zapobiega ap o p 
tozie [152-154], Otwarcie megakanału i związane 
z nim obniżenie (bezwzględnej wartości) potencjału 
błonowego oraz wypływ C a 2+ z mitochondriów po 
przedza, zdaniem K r o e m e r a  i w s p . ,  inne zmiany 
charakterystyczne dla apoptozy takie jak kondensacja 
chromatyny, fragmentacja DNA i zmiany w błonie 
komórkowej [153, 155-157]. Może też prowadzić do 
wtórnego tworzenia dużych ilości R FT  [158], U szko
dzone w wyniku otwarcia megakanału m itochondria 
mogą uwalniać cytochrom c, który współdziałając 
z innymi czynnikami może aktywować proteazę z ro 
dziny kaspaz określaną symbolem CPP32 (apopainę) 
indukując apoptozę [154, 159], Wczesnym etapem 
apoptozy, poprzedzającym fragmentację jądrow ego 
DNA jest (przynajmniej w przypadkach apoptozy 
indukowanej działaniem oksydantów) fragmentacja 
mitochondrialnego DNA, rRNA i m RNA [160]. 
W myśl tej koncepcji, rola RFT w apoptozie jest 
dwojaka: RFT mogą indukować niespecyficzne uprze
puszczalnienie błony mitochondrialnej, a ten proces 
może z kolei wywoływać wtórną nadprodukcję R FT 
w komórce [161] (Ryc. 2). Nadekspresja genu Bcl-2 
przeciwdziała nie tylko apoptozie, lecz także niespe
cyficznemu uprzepuszczalnieniu błony m itochondrial
nej [154].

Stres oksydacyjny jest jednym z czynników, które 
mocgą~powodować otwarcie megakanału mitochond-

Czynniki
inicjujące
apoptozę

RFT

Bcl-2
Otwarcie 

megakanału 
mitochondrial

nego

RFT
Zmiany 
w cyto- 
plaźmie

Zmiany w 
błonie 

plazma- 
tycznej

Zmiany w 
jądrze

Faza
indukcji

Faza
egze
kucji

Faza
degra
dacji

Ryc. 2. K oncepc ja  kluczowej roli m i to c h o n d r ió w  w indukcji  a p o p 
tozy. R F T  m o g ą  in d u k o w a ć  niespecyficzne u p rzepuszcza l
nienie b łony  m i tochondria lne j ,  k tó r e m u  p rzyciw dzia ła  p r o 
d u k t  genu  Bcl-2. W nas tępstw ie  niespecyficznego uprzepusz- 
cza ln ienia  b łony  m ito ch o n d r ia ln e j  może dojść  d o  wtórnej 
zwiększonej  p rodukc j i  R FT .

Irialnego [157, 162] i to w dwojaki sposób. Wykazano 
listnienie dwóch centrów redoks regulujących otwarcie 
kanału. Jedno kontrolowane jest przez stopień utlenie
nia układu dinukleotydów nikotynoamidoadenino- 
wych (N A D H /N A D + i N A D P H /N A D P  + ), drugie 
natomiast zależy od stopnia utlenienia wewnątrzko
mórkowych tioli (czyli głównie GSH/GSSG ) [163].

W myśl jednej z hipotez, apoptoza wykształciła się 
w toku endosymbiozy prokariotycznych przodków 
mitochondriów jako proces umożliwiający endosym- 
biontowi zabicie komórki-żywiciela w sytuacji znacz
nie zmniejszonego dopływu substratów dla metaboli
zmu tlenowego, uwarunkowanego złą kondycją ko
mórki [164], Inna hipoteza zakłada, że niespecyficzne 
uprzepuszczalnienie błony mitochondrialnej jest me
chanizmem umożliwiającym eliminację mitochon
driów podczas gdy apoptoza pozwala na eliminację 
komórek wytwarzających zbyt duże ilości RFT [165],

Z drugiej strony, argumentują przeciwnicy m ito
chondrialnej koncepcji apoptozy, proces ten może być 
indukowany także w komórkach nie mających funk
cjonalnych mitochondriów [51, 166],

VI. Podsumowanie

Hipoteza o istotnej roli RFT w przebiegu apoptozy 
ma swoich zwolenników i przeciwników. W ekstremal
nej formie postulowała ona, że RFT są pośrednikami 
działania wszystkich czynników indukujących ap o p 
tozę. Ta teza nie doczekała się doświadczalnego p o p ar
cia, choć liczne badania wskazały na indukcję stresu 
oksydacyjnego przez wiele czynników apoptycznych 
(Ryc. 3). Popularna obecnie koncepcja wiąże indukcję 
apoptozy z zaburzeniem funkcji głównego źródła RFT 
w komórce, jakim są mitochondria, upatrując w nie
specyficznym uprzepuszczalnieniu błony mitochon
drialnej mechanizmu indukcji apoptozy. Zwiększone
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A B

Różne czynniki inicjujące apoptozę Różne czynniki inicjujące apoptozę

RFT

Faza egzekucji apoptozy

Faza
indukcji

apoptozy

Faza
indukcji

apoptozy

Faza egzekucji apoptozy

RFT
Ryc. 3. R óżne koncepc je  roli R F T  w przebiegu a pop tozy :  A) R F T  są un iw ersa lnym  w tó rn y m  p rzekaźn ik iem  wszystkich czynników  

a p o p ty czn y ch ;  B) R F T  inicjują a p o p to z ę  i m o g ą  pośredn iczyć  w indukcji  a p o p to z y  przez  n iek tó re  czynniki;  ich zwiększone w ytw arzan ie  
m oże  też tow arzyszyć  późn ie jszym  s ta d io m  apop to zy .

wytwarzanie R FT może też mieć miejsce w później
szych stadiach apoptozy.

Artykuł otrzymano 28 listopada 1997 r. 
Zaakceptowano do druku 18 grudnia 1997 r.
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Antyterminacja transkrypcji u bakterii i bakteriofagów 

Transcription antitermination in bacteria and bacteriophages
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I. Wstęp

Każdy organizm, zarówno p ro - jak  i eukariotyczny 
dysponuje wieloma mechanizmami regulującymi eks
presję genów. Liczna grupa tych mechanizmów zwią
zana jest z terminacją transkrypcji. Terminatory trans
krypcji zlokalizowane są nie tylko na końcach jedno
stek transkrypcyjnych (operonów), ale również w sek
wencjach poprzedzających geny strukturalne, w o b 
szarach między genami a nawet w obrębie genów. 
Można więc wnioskować a priori o konieczności 
supresji terminacji (antyterminacji) w zależności od 
warunków, w których znajduje się organizm.

Mechanizmy regulujące terminację transkrypcji są 
inne niż mechanizmy kontrolujące inicjację transkryp
cji i mogą wykorzystywać takie mechanizmy jak 
translacja i posttranslacyjna modyfikacja RNA. Istot
nymi czynnikami regulacyjnymi są również białka 
antyterminacyjne, z których większość to białka wią
żące się do RNA.

Kontrolna rola białek antyterminacyjnych stanowi 
temat niniejszej pracy przeglądowej. Odróżniamy dwa 
podstawowe mechanizmy działania tych białek: 1) 
przez modyfikacje polimerazy RNA i 2) przez modyfi
kacje drugorzędowej struktury RNA. Problemy te

* Dr hab.. Zakład Genetyki Bakterii, Instytut Mikrobiologii, 
Uniwersytet Warszawski, ul. Nowy Świat 67, 00-046 W ar
szawa
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stanowią przedmiot kilku publikowanych ostatnio 
artykułów. Białka antyterminacyjne modyfikujące po 
limerazę RNA są szczegółowo omówione w rozdziale 
55 ostatniego wydania znakomitej pracy monograficz
nej „Escherichia coli and Salmonella, Cellular and 
Molecular Biology” [1] oraz w artykułach [2-4]. 
Sposoby regulacji ekspresji genów przez zmiany d ru 
gorzędowej struktury RNA są przedstawione w pozyc
jach [4-6].'

W tym artykule nie omówiono regulacji transkrypcji 
przez translację. Zainteresowanych tematem odsyłam 
przede wszystkim do kilku prac przeglądowych [5, 
7-9], Natom iast szczegółowe informacje związane 
z atenuacją transkrypcji w poszczególnych operonach 
można znaleźć w pracach: operony bi syntezy am ino
kwasów — [10-16], operony kodujące małą (pheS) 
i dużą (pheT) podjednostkę syntetazy fenyloalanylo- 
-tRNA — [17, 18], operony biosyntezy pirymidyny, 
pyr BI i pyrE  —  [19, 20], operon (3-laktamazy — [21, 
22] oraz operon tryptofanazy tna — [23-25].

II. Antyteminacyjne białka modyfikujące 
polimerazę RNA

Antyterminacja transkrypcji z udziałem białek m o 
dyfikujących polimerazę RNA stanowi podstawowy 
mechanizm pozytywnej kontroli ekspresji genów 
umiarkowanego bakteriofaga X, którego gospodarzem 
jest Escherichia coli. Fag X koduje dwa białka antyter
minacyjne N i Q, działające na kolejnych etapach 
rozwoju faga w komórce gospodarza [3]. Wydajny 
proces antyterminacji uzależniony jest również od 
aktywności białek bakteryjnych Nus [1]. Antyter
minacja transkrypcji bakteryjnej na drodze modyfika
cji polimerazy RNA ogranicza się do siedmiu opero-
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Ryc. 1. A n ty te rm in a c ja  t ranskrypc j i  bak te r io faga  a .

M a p a  gen e ty czn a  faga (środek),  sekwencja nutR  (góra), wpływ N i Q  na a n ty tc rm in a c ję  t ranskrypc j i  (dół).

nów E. coli kodujących stabilne RNA (rrn). W procesie 
tym biorą udział białka Nus i jeszcze niezidentyfikowa
ny, być może białkowy, czynnik [1],

I I - I .  Białko N  bakteriofaga X

N jest małym białkiem zasadowym złożonym z 107 
aminokwasów [26]. Okres jego półtrwania wynosi 
2 do 5 min [27] a za degradację odpowiedzialna jest 
proteaza Lon [28], Fagi lambdoidalne, 21 i P22, 
kodują białka homologiczne, które są jednak niezdol
ne do komplementacji mutacji N~ Jaga X [29, 30], 
Część N-term inalna wszystkich trzech białek zawiera 
sekwencje bogate w argininę, charakterystyczne dla 
wielu pro- i eukariotycznych białek wiążących RNA 
[30, 31]. Antyterminacyjna aktywność białka N umoż
liwia transkrypcję mRNA kodujących kilka innych 
białek fagowych w tym: cli i cłII niezbędnych do 
lizogenizacji, O i P koniecznych w replikacji 
i Q — aktywatora cyklu litycznego (Ryc. 1) [32, 33],

N a antyterminacyjną funkcję białka N wskazują 
następujące dane eksperymentalne: 1) Mutacje N~ nie 
mają wpływu na inicjację transkrypcji w promotorach, 
a więc N  nie funkcjonuje jak aktywator inicjacyjny lub 
kodowany przez faga czynnik a  polimerazy RNA [2], 
2) Białko N dodane do układu transkrypcyjnego in 
vitro pozwala na wydłużenie krótkich prawo- i lewo- 
kierunkowych transkryptów za Rho-zależne termina
tory tLI i tR1 [34, 35],

N  umożliwia nie tylko supresję fagowych Rho-zależ- 
nych i właściwych (Rho-niezależnych) terminatorów, ale 
również licznych terminatorów bakteryjnycH [36, 37], 
Jedynym warunkiem antyterminacyjnej funkcji N jest 
obecność miejsca nut przed suprymowanymi terminato
rami [38, 39]. W genomie faga X zlokalizowano dwa 
takie miejsca, nutL [40] i nutR [41]. Funkcjonalną formą 
jest nut RNA, co potwierdzają liczne badania genetyczne 
i biochemiczne [45-50], Miejsca nut zawierają dwie 
sekwencje istotne dla ich prawidłowego funkcjonowa
nia, box A  i boxB  [46, 51-53]. Sekwencje box A wszyst
kich bakteriofagów lambdoidalnych są bardzo podobne 
{consensus: GCCTCTTA) [29], natomiast sekwencje 
boxB  różnią się znacznie, wszystkie jednak zachowują

zdolność do tworzenia drugorzędowej struktury trans- 
kryptu typu „pętla i trzonek”. Struktury te są rozpoz
nawane przez N-końcowe, bogate w argininę domeny 
białek N \  N 21 i N p22 [30], boxB  faga X jest krótką, 
15-nukleotydową sekwencją. W wiązaniu białka N is
totna jest reszta guaniny w jednoniciowej pętli; jakakol
wiek zmiana tej zasady całkowicie niweluje wiązanie N. 
W interakcjach białka z boxB  ważna jest również 
drugorzędowa struktura „trzonka” [54, 55],

Wydajna antyterminacja wymaga niekiedy supresji 
terminatorów znajdujących się w znacznej odległości 
od miejsca nut, które rozpoznaje i w którym wiąże się 
początkowo białko N. Istnieje duża ilość danych 
eksperymentalnych wskazujących, że zapętlenie trans- 
kryptu umożliwia trwały kontakt fizyczny między 
nut RNA a polimerazą RNA zaangażowaną w proces 
transkrypcji — nut RNA funkcjonuje więc jak sekwen
cja wzmacniająca transkrypcję (enhancer) i umożliwia 
modyfikację polimerazy w odległych miejscach [49, 
56], Prawdopodobnie nut RNA wiążąc N zwiększa 
jego miejscowe stężenie, co ułatwia oddziaływania 
z polimerazą RNA [2],

Modyfikacja polimerazy RNA przez białko N wy
maga współdziałania białek Nus gospodarza: NusA, 
NusB, NusE (S10) i NusG. Początkowa analiza genety
czna pozwoliła zidentyfikować geny nusA, nusB i nusE 
[57-60] a następne badania in vitro przy użyciu 
ekstraktów komórkowych wykazały bezpośredni 
udział białek kodowanych przez te geny w N-zależnej 
antyterminacji transkrypcji [44, 61-65]. Późniejsze 
badania genetyczne oraz próba rekonstrukcji N-zależ- 
nej antyterminacji in vitro w obecności trzech wyżej 
wymienionych białek doprowadziła do identyfikacji 
i charakterystyki jeszcze jednego białka funkcjonujące
go w antyterminacji, N usG  [66-68],

Dane dostarczone przez kilka zespołów badawczych 
i uzyskane przy użyciu licznych technik (żele opóź
niające, chromatografia, immunoprecypitacja) stały się 
podstawą opracowania obowiązującego obecnie m o
delu budowy nukleoproteinowego kompleksu antyter- 
minacyjnego bakteriofaga X (Ryc. 2) [67, 69-72], 
W kompleksie tym NusA pośredniczy w oddziaływa
niach N  z polimerazą RNA a NusE w oddziaływaniach
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Ryc. 2. M ode l  N -zależnego  k o m p lek su  an ty te rm in a cy jn eg o  b a k 
ter iofaga
W g R i c h a r d s o n a  i G  r e e n b 1 a 11 a [ 1 ].
W yt łu m aczen ie  w tekście.

polimerazy RNA z NusB [69, 72], Wykazano również 
istnienie interakcji dwóch białek z transkryptem RNA: 
białka N z sekwencją boxB , co zostało omówione 
powyżej i NusB z boxA  [73], Przedstawiony opis 
dotyczy tylko niektórych interakcji w kompleksie 
antyterminacyjnym. W rzeczywistości każdy element 
systemu oddziałuje przynajmniej z dwoma innymi 
składnikami a poszczególne oddziaływania białko- 
-białko są słabe, co pociąga za sobą konieczność 
współdziałania wielu elementów [44, 73, 74],

Wieloskładnikowy kompleks jest trwały i zdolny do 
supresji terminatorów oddalonych o 5 a nawet o 10 
tysięcy pz od miejsca nut; białka NusB, NusE i NusG 
pełnią w nim rolę stabilizacyjną [54, 75, 76]. Niepełny 
kompleks antyterminacyjny, zawierający obok N jedy
nie NusA, którego formowanie zachodzi nawet w nieo
becności sekwencji boxA,  jest niestabilny i mało proce- 
sywny. Kompleks ten jest zdolny do supresji ter
minatorów położonych blisko miejsca nul [47, 77]. 
Wykazano, że polimeraza RNA zmodyfikowana przez 
białko N w obecności NusA nie przerywa polimeryza
cji RNA w licznych miejscach genomu określających 
przerwy transkrypcyjne a co za tym idzie charak
teryzuje się zwiększoną wydajnością elongacji [76, 
77a]. Zatrzymanie elongacji jest warunkiem koniecz
nym dla terminacji transkrypcji, a więc supresja przerw 
transkrypcyjnych wydaje się podstawowym mechaniz
mem antyterminacyjnej aktywności N [1],

II-2. Białko Q bakteriofaga Z

Białko Q zapobiega terminacji w terminatorze t 'R

położonym za promotorem p’R bakteriofaga X. co 
pozwala na wydajną transkrypcję odcinków kodują
cych tzw. „późne” funkcje faga [78, 79], Antyter- 
minacyjne działanie białka Q, podobnie jak białka N, 
nie jest zależne od suprymowanych terminatorów, ale 
od sekwencji qut częściowo zachodzącej na prom otor 
późnego operonu p’R (Ryc. 3) [80-85]. Tuż za prom oto 
rem p’R, w' pozycji + 1 6  lub + 17  zlokalizowane jest 
miejsce determinujące przerwę w procesie transkrypcji 
i właśnie pauzująca polimeraza RNA może być m ody
fikowana przez białko Q [81, 85-87],

W przeciwieństwie do N, białko Q jest przykładem 
białka wiążącego się z DNA a miejsce wiązania 
zlokalizowane jest między pozycją -30 a +  10. Mutacje 
w -13 i -15 całkowicie hamują wiązanie Q z DNA, 
natomiast mutacje w +  2 hamują modyfikację polime
razy RNA przez Q [85], Zmodyfikowana polimeraza 
nie jest zdolna do terminacji transkrypcji w term inato
rach właściwych i terminatorach Rho-zależnych [84, 
86], Ten sposób pozytywnej regulacji transkrypcji 
w'ydaje się być uniwersalny i wykorzystywany nie tylko 
przez białka N i Q, ale również przez regulatory 
transkrypcji eukariotycznej [88],

Q-zależna antyterminacja transkrypcji faga X sty
mulowana jest jedynie przez białko NusA [86], n a to 
miast białko Q faga lambdoidalnego 82 nie wymaga 
współdziałania z innymi białkami [89], P raw dopodo
bna wydaje się więc możliwość bezpośredniego kon
taktu Q z polimeraza RNA [1],

Jak dotąd istnieją dwie, nierozstrzygnięte ekspery
mentalnie, hipotezy tłumaczące trwałą modyfikację 
polimerazy RNA przez białko Q, co umożliwia supre- 
sję terminatorów odległych od miejsca qui. Pierwsza 
hipoteza zakłada, że kontakt polimerazy RNA i Q m o
żliwy jest przez zapętlenie matrycy a to z kolei pozwala 
również na ciągły kontakt Q z sekwencją qut: druga 
hipoteza przyjmuje, że Q odłącza się od miejsca qut 
i utrzymuje połączenie jedynie z polimerazą RNA 
podczas elongacji transkrypcji [1],

II-3. Antyterminacja transkrypcji operonów 
rRNA (nn) Escherichia coli

W genomie E. coli znajduje się siedem operonów 
kodujących stabilne RNA, których ekspresja jest pozy
tywnie regulowana przez antyterminację transkrypcji 
w Rho-zależnych terminatorach zlokalizowanych

Ryc. 3. Schem at  b u d o w y  miejsca qut b ak te r io faga  /„.

-40 -26
-35 miejsce wiążące Q -10 sygnał:

przerwy +16

<  pR' p r o m o t o r ------<   — miejsce qut—
miejsce przerwy 

^  transkrypcyjnej
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w obrębie operonów [90-92], W każdym z operonów 
rrn antyterminacja zależy od dwóch sekwencji zlokali
zowanych między prom otoram i P2 a suprymowanymi 
terminatorami; boxA —  analogicznej do odnajdywa
nej w operonach faga X i położonej za nią drugiej 
sekwencji, jak dotąd bliżej niescharakteryzowanej [93, 
94], Układ antyterminacji in vitro wymaga użycia 
nieoczyszczonych ekstraktów komórkowych i nie uda
ło się go odtworzyć stosując oczyszczone białka Nus. 
Wysnuto stąd wniosek, że antyterminacja w opero
nach rrn zależna jest przynajmniej od jeszcze jednego 
nieznanego czynnika [95, 96].

System antyterminacji operonów bakteryjnych rrn 
wykazuje daleko idące podobieństwo do N-zależnej 
antyterminacji faga X i prawdopodobnie uwarunkowa
nych jest wytworzeniem stabilnego kompleksu pomię
dzy polimerazą RN A a box A R N A ,  czterema białkami 
Nus i niezidentyfikowanym czynnikiem (czynnikami) 
[1], Podstawowa różnica między tymi dwoma sys
temami polega na supresji w operonach rrn jedynie 
terminatorów Rho-zależnych. Dwa alternatywne hipo
tetyczne wytłumaczenia tej obserwacji zakładają, że: a) 
kompleks antyterminacyjny wiąże białko NusG i przez 
to hamuje jego współdziałanie z białkiem Rho w ter- 
minacji lub b) Rho zostaje odłączone od kompleksu 
antyterminacyjnego (przez współdziałanie z NusG) co 
uniemożliwia jego terminacyjne funkcjonowanie [97],

III. Antyterminacyjne białka modyfikujące 
drugorzędową strukturę RN A

Antyterminacja transkrypcji przy udziale białek 
wiążących RNA i modyfikujących jego strukturę jest 
opisana dla dziewięciu operonów (regulonów) bak
teryjnych. Osiem z nich to operony kataboliczne. 
Jeden, regulon nas Klebsiella pneumoniae, koduje biał
ko niezbędne do asymilacji azotynów i azotanów. 
Pozytywna, regulacyjna funkcja tych białek polega na 
uniemożliwieniu utworzenia struktury terminatora co 
czasami, choć niekoniecznie, związane jest ze stabiliza
cją nietrwałej, alternatywnej struktury antyterminato- 
ra RAT.

Tabela 1 zawiera listę i krótką charakterystykę 
systemów antyterminacyjnych związanych z modyfi

kacją struktury RNA. Sześć z tych systemów zostało 
zidentyfikowanych w gramododatniej bakterii Bacillus 
subtilis, trzy w gramujemnych bakteriach E. coli, 
Pseudomonas aeruyinosa i Klebsiella pneumoniae. An
tyterminacja transkrypcji indukowana jest przez ni- 
skocząsteczkowe związki, substraty reakcji katabolicz- 
nej [6], Mechanizm indukcji jest różny, w kilku 
przypadkach związany z dwuskładnikowym systemem 
regulacyjnym i fosforylacją (defosforylacją) bezpośred
niego aktywatora [98],

Pięć pierwszych, wymienionych w tabeli, systemów 
regulacyjnych (E. coli bgl, B. subtilis sacPA, B. subtilis 
sacB, B. subtilis bgl i B. subtilis lic) odznacza się 
znacznym podobieństwem i wchodzi w skład grupy 
operonów bgl -  sac. Sekwencja białek antyterminacyj
nych regulujących te operony jest homologiczna, mają 
one podobną wielkość i, do pewnego stopnia, zdolne są 
do wzajemnej komplementacji defektów funkcjonal
nych [99]. W operonach tej grupy znajdują się bardzo 
podobne sekwencje istotne dla antyterminacji i um oż
liwiające utworzenie drugorzędowej struktury cha
rakterystycznej dla antyterminatorów (RAT). M echa
nizm aktywacji związany jest z fosforylacją białek 
regulatorowych. To podobieństwo systemów regula
cyjnych operujących w różnych, niespokrewnionych 
bakteriach świadczy o międzygatunkowym, horyzon
talnym przekazywaniu informacji genetycznej [6], 

Prace A n d r e w  W r i g h t a  i ws p .  pozwoliły na 
dokładne poznanie na poziomie molekularnym eks
presji pierwszego z badanych operonów katabolicz- 
nych, bgl E. coli. Operon bgl składa się z trzech genów, 
których produkty pozwalają na rozkład (3-glukozy- 
dów: gen bglG — kodujący białko antyterminatora, 
gen bglE — kodujący białko transportujące (3-gluko- 
zydy i gen bglB — kodujący (3-glukozydazę [100-102], 
W nieobecności (3-glukozydów transkrypcja operonu 
kończy się w Rho-niezależnym terminatorze (atenua- 
torze) zlokalizowanym przed pierwszym genem struk
turalnym bglG [103], drugi terminator znajduje się 
między genami bglG i bglE (Ryc. 4) [102]. Terminacja 
suprymowana jest przez pozytywny regulator trans
krypcji, białko BglG [103, 104], Brak (3-glukozydów 
powoduje, że białko BglF fosforyluje małą, wewnątrz
komórkową ilość białka BglG, co prowadzi do jego

Tabela 1.
O p e r o n y  reg u lo w an e  przez an ty te rm in a c y jn e  b ia łka  wiążące m R N A

O p e r o n  ( regu lon j / funkcja O rg a n iz m Regulacyjne  b ia łko In d u k to r  an ty te rm inac j i

¿¿// /rozkład  (3-glukozydów E. coli BglG (3-glukozydy
s a e P u / ro z k ła d  sa cha rozy B. subtil is SacT sa c h a ro z a  1 m M
,sa c5 / ro zk ład  sa ch a ro zy B. subtilis SacY sa ch a ro za  30 m M
¿¿// /rozkład  (3-glukozydów B. subtilis LicT (3-glukozydy
lic/ro z k ła d  (3-glukozydów B. subtil is LicT te t ra sach a ry d y
g /p / ro z k ła d  g licerolu B. subtilis G lp P glicerolo-3-fosforan
¿¿¿//rozkład L-h is tydyny B. subtilis H u t P his tydyna
¿¿m /rozk ład  a m id ó w P. aeruginosa AmiR alifatyczne am idy
nus  w yk o rzy s tan ie  a z o ty n ó w  i a z o ta n ó w K. pneumoniae N asR a z o ta n y  azo tyny  

(operon  anaboliczny)
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inaktywacji [105-107]. Fosforylacja BglG przez BglF 
zapobiega tworzeniu dimerów zdolnych do wiązania 
RNA i aktywnych w antyterminacji [108]. Obec
ność (3-glukozydów umożliwia defosforylację BglG 
przez BglF a co za tym idzie jego dimeryzację i 
funkcjonowanie jako antyterminatora transkrypcji 
[105-107], Niefosforylowane dimery BglG wiążą się 
w sekwencjach m RNA poprzedzających i częściowo 
zachodzących na sekwencje terminatorów, zapobiega
jąc tworzeniu się drugorzędowej struktury typu „pętla 
i trzonek”. Prawdopodobnie wiązanie BglG stabilizuje 
tworzenie się alternatywnych drugorzędowych struk
tur antyterminatorów [109, 110]. Wydaje się, że dwa 
inne gatunki bakterii, Erwinia chryzantemii [111] 
i Lactococcus lactis [112] zawierają operony hgl 
regulowane w sposób zbliżony do opisanego dla E. 
coli.

Regulon sac B. subtilis składa się z czterech opero- 
nów kodujących białka enzymatyczne konieczne do 
wykorzystania sacharozy jako  źródła węgla i białka 
regulacyjne [113-116]. Wiodące transkrypty trzech 
operonów, sacPA , sacB  i praw dopodobne sacX Y za
wierają sekwencje terminatorów i częściowo na nie 
zachodzące sekwencje RAT [114, 116-118]. W obecno
ści sacharozy białka antyterminacyjne, SacT i SacY, 
zapobiegają terminacji transkrypcji odpowiednio 
w operonach sacPA i sacB. [113, 114, 119, 120]. 
Obserwowano również krzyżową stymulację ekspresji 
[121]. Aktywność białka SacY regulowana jest przez 
białko SacX na drodze fosforylacji/defosforylacji 
[113], natomiast bardziej skomplikowany mechanizm 
aktywacji SacT związany jest z fosforylacją jednego 
z ważnych funkcjonalnie miejsc zwanego miejsce „ak

tywacyjnym” i defosforylacją drugiego, zwanego miejs
cem „inaktywacyjnym” [122],

W antyterminacji operonów lic i bgl B. subtilis bierze 
udział antyterminator LicT [99, 123, 124], Białko LicT 
podobne jest do regulatorów BglG E. coli oraz SacT 
i SacY B. subtilis [99]. Szczegóły mechanizmu antyter
minacji i aktywacji LicT mają wiele cech wspólnych 
z wyżej opisanymi systemami [6].

Regulon glp B. subtilis odpowiedzialny jest za kata
bolizm glicerolu i glicerolo-3-fosforanu i składa się 
z czterech operonów; glpP, glpFK, glpD i glpTQ\ ęlpP 
koduje białko antyterminacyjne [125, 126, 127], W od
cinkach liderowych operonów glpEP, glpD i glpTQ 
znajdują się sekwencje terminatorów funkcjonujące 
przy braku indukcji operonów (w nieobecności glicero-
lo-3-fosforanu) [128, 129]. Gdy glicerolo-3-fosforan 
jest obecny, zaktywowane białko G lpP  antyterminuje 
transkrypcję [6]. Istnieją doniesienia wskazujące, 
że białko to nie tylko działa jak antytermina
tor transkrypcji, ale również stabilizuje nietrwały 
mRNA glpD [130],

Antyterminacyjna kontrola w operonie hut B. sub
tilis nie jest dokładnie poznana na poziomie molekular
nym. Operon koduje enzymy niezbędne do kataboliz
mu L-histydyny [131], Między genami hutP  a hutH 
zlokalizowany jest terminator transkrypcji supresowa- 
ny przez białko terminacyjne H utP  [132, 133].

Operon ami P. aeruginosa składa się z pięciu genów 
i determinuje rozkład alifatycznych amidów [134, 
135], Między pierwszym (amiE) a drugim (amiB) genem 
struktury znajduje się terminator transkrypcji, którego 
supresja wymaga aktywności białka antyterminacyj- 
nego AmiR [136, 137], AmiR jest negatywnie regulo-

Ryc. 4. Regulacja  o p e ro n u  hep E. coli.
S ch em at  organ izacj i  o p e ro n u  

o r f i wzory  jego  t ransk rypc j i  (A).
|—  m odel  k o n t ro li  a n ty te rm ina cy j -

nej (B).

 ►

B. Antyterminacja Terminacja

Fosfo- /3 -glukozydy

/3-gtukozydy

W obecności ^-glukozydów 
BglF defosforytuje BglG.

(Bgui)-!- (Bgui) Nieaktywne

Osłony

W nieobecności 
0-glukozydów BglF 
fosforyluje BglG.
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wany przez białko AmiC — dwa białka tworzą nieak
tywny antyterminacyjnie kompleks. Niskocząsteczko- 
wy induktor (acetamid) powoduje dysocjację kom 
pleksu AmiC-AmiR i uwolnienie AmiR, tym samym 
stymulując antyterminację [137].

Pozytywna regulacja ekspresji regulonu nas, umoż
liwiającego asymilację azotynów i azotanów jako 
jedynego źródła azotu w warunkach tlenowych, przy
pomina opisaną wyżej kontrolę operonów katabo- 
licznych [138, 139]. W sekwencjach liderowych głów
nego operonu nasF znajduje się terminator t ran 
skrypcji, w którego supresji bierze udział białko 
antyterminacyjne NasR aktywowane przez azotyny 
i azotany [140, 141].

IV. Antyterminacja transkrypcji z udziałem  
tR N A

Transkrypcja przynajmniej 18 genów i operonów 
kodujących syntetazy aminoacylo-tRNA oraz enzymy 
związane z biosyntezą niektórych aminokwasów w bak
teriach gramododatnich kontrolowana jest przez an 
tyterminację [142, 143]. Liderowe odcinki tych opero
nów zawierają trzy kolejne struktury typu „pętla 
i trzonek” oznaczone I, II i III, po których następuje 
silnie konserwowana sekwencja złożona z 14 pzT( - 
-box) oraz drugorzędowa struktura terminatora [143], 
Niesparowane trzy zasady stanowiące kodon odpo
wiedniego aminokwasu zlokalizowane są w wybrzu
szeniu struktury I (S).

Terminacja

Znaczenie tej rozbudowanej struktury dla antyter
minacji wykazano badając operony tyrS [145-147], 
ik-leu [148] i thrS [149], W każdym z odcinków 
liderowych istnieje możliwość utworzenia struktury 
antyterminatora, w której segment T, z wyjątkiem 
siedmiu środkowych zasad tworzących wybrzuszenie, 
sparowany jest z 5" segmentem wchodzącym w skład 
terminatora [143], S truktura terminacyjna stabilizo
wana jest przez nie aminoacylowany tRNA, który 
wiąże się do dwóch wybrzuszeń — w strukturze I oraz 
w antyterminatorze (Ryc. 5A). Aminoacylowany 
t RNA nie wiąże się z antykodonem umiejscowionym 
w strukturze I, co umożliwia utworzenie drugorzędo- 
wej s truktury terminatora (Ryc. 5B) [143]. Czynnikiem 
indukującym antyterminację danego operonu jest więc 
niedobór odpowiedniego aminokwasu [147-149],

V. Uwagi końcowe

Regulacja na etapie terminacji transkrypcji wydaje 
się mieć podstawowe znaczenie w ekspresji genów bak
teryjnych i bakteriofagowych. Można wymienić cały 
wachlarz czynników, które potencjalnie podlegają tej 
regulacji, w tym: polimeraza RNA, białka wiążące się 
z RNA, rybosomy zaangażowane w proces translacji, 
czynniki terminacyjne, transkrypty jako takie [5].

Strategie regulacji przez modyfikację polimerazy 
RNA, nazwane przez R i c h a r d s o n a  i G r e e n b -  
1 a 11 a „procesywnymi”, mają znaczenie ogólne. Stra
tegie wykorzystujące modyfikację struktury transkryp- 
tu działają lokalnie, w obrębie jednego operonu lub 
regulonu. Ich różnorodność pozwala podejrzewać, że 
istnieje cała grupa jeszcze nie odkrytych mechanizmów 
tego typu regulacji.

Jak dotąd, znane są tylko nieliczne przykłady an- 
tyterminacyjnej kontroli transkrypcji w organizmach 
wyższych i ich wirusach. Stosunkowo dobrze zbadany 
mechanizm antyterminacyjnego działania białka TAR 
wirusa HIV-1 ma wiele cech wspólnych z N-zależną 
antyterminacją faga X [88].

Artykuł otrzymano 11 września 1997 r.
Zaakceptowano do druku 8 grudnia 1997 r.

MAŁO
TYR

Ryc. 5. M o d e l  a n ty te rm ina c j i  z udzia łem  tR N A  (na p rzykładzie  
o p e ro n u  tyrS).
W ytłum aczen ie  w tekście.
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Errata

W zeszycie nr 4 roku 1997 Postępów Biochemii (str. 289, łam prawy, wiersze 
30 i 31 od góry
jest: 20 mM przy pH 7 [43], 100 mM przy pH 8 i 1 60 mM przy pH 9,5 [5] 
ma być: 20 pM przy pH 7 [43], 100 pM przy pH 8 i 1 60 pM przy pH 9,5 [5]. 
Za niedopatrzenie błędów w maszynopisie autorka uprzejmie Czytelników 
przeprasza.
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Kontrolowana ekspresja egzogennych genów w komórkach 
ssaków

Controlled expression of exogenous genes in mammalian cells

JA C E K  JA W O R SK I*
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I. Wstęp
II. Represory, transaktywatory i sekwencje operatorowe 

te tO
II-l Transaktywator tetracyklinowy
II-2 Odwrotny transaktywator tetracyklinowy
II-3 tTA, rtTA i zwierzęta transgeniczne
II-4 Warianty systemu tetracyklinowego

III. Nowe spojrzenie na hormony sterydowe
III-l Ekdyzon
III-2 R U 486

IV. Chemiczne induktory dimeryzacji
V. Podsumowanie

Wykaz stosowanych skrótów; AP-1 (ang. a c t i v a t o r  p r o t e in  1)
białko aktywatorowe 1; CAT acetylotransferaza chlor

amfenikolu; C ID  (ang. c h e m ic a l  in d u c e r  o f  d im e r i z a t io n )
— chemiczny induktor dimeryzacji; CMVE1 prom otor 
wczesny cytomegalowirusa; EcR — receptor ekdyzonu; ERE 
(ang. e s t r o g e n  r e s p o n s iv e  e l e m e n t ) —  sekwencja wiążąca 
receptor estrogenu; GAL4 czynnik transkrypcyjny GAL4 
z S. ce r e v is ia e :  G RE (ang; g l u c o c o r t i c o id  r e s p o n s iv e  e le m e n t )
— sekwencja wiążąca receptor glukokortykoidu; HSV - wi
rus opryszczki; IL-2 interleukina 2; IRES (ang. r ib o s o m e  
i n t e r n a l  e n t r y  site):  Lex A — białko LexA E. coli:  M M TV

wirus mysiej białaczki Maloneya; rtTA — odwrotny 
transaktywator  tetracyklinowy; RXR receptor retinoidu 
X; Spl —  czynnik transkrypcyjny Spl; tetO sekwencja 
operatorow a operonu tetracyklinowego; tetR receptor 
teracykliny E. coli:  TnlO — transpozon 10 E. coli: tTA

transaktywator  tetracyklinowy; USP produkt genu 
ultraspiracle.

I. Wstęp

Wprowadzenie do komórek genów kodujących biał
ka prawidłowe lub zmutowane jest szeroko wykorzys
tywane w ciągu ostatnich dwudziestu lat zarówno 
w badaniach podstawowych, jak i stosowanych bio
logii molekularnej. Bardzo często ważne jest, aby ich 
ekspresję można było regulować tak czasowo jak 
i przestrzennie. O  ile w przypadku prostych organiz
mów, takich jak bakterie [1], czy drożdże [2], udało się 
znaleźć zadowalające rozwiązania, o tyle w przypadku 
kom órek ssaczych wciąż trwają poszukiwania właś
ciwego systemu. Próbowano kontrolować ekspresję

* Mgr, Pracownia Neurobiologii Molekularnej,  Zakład 
Neurobiologii Molekularnej i Komórkowej, Instytut Bio
logii Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul. Pasteura 3, 
02-093 Warszawa.
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I. Introduction
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IV. Chemical inducers of dimerization
V. Concluding remarks

wprowadzonych genów przy użyciu szoku cieplnego, 
steroidów lub metali ciężkich [3], Niestety wszystkie 
wymienione metody miały trzy istotne wady:

•  efekty toksyczne wywoływane przez induktor,
•  plejotropowe efekty induktora wywoływane 

w' komórce, wynikające z aktywacji, również 
innych genów niż wprowadzony,

•  wysoki poziom ekspresji badanego genu w wa
runkach braku indukcji (poziom podstawowy).

Wydaje się, że ostatnio znaleziono rozwiązania, 
które są bardziej satysfakcjonujące i co ważniejsze 
sprawdziły się tak in vitro, jak i in vivo [45]. Są to 
systemy oparte o: 1) elementy regulatorowe pochodzą
ce z operonów organizmów prokariotycznych: te t
racyklinowego i laktozowego z E. coli: 2) hormony 
sterydowe owadów — (ekdyzon); 3) syntetyczne sub
stancje chemiczne. Charakteryzują się one brakiem 
wpływu na organizmy ssaków, niską podstawową 
ekspresją badanego genu, wysokim poziomem induk
cji. Stwarzają one możliwości włączania i wyłączania 
ekspresji oraz utrzymywania jej na ściśle zdefiniowa
nym poziomie. Intencją tego artykułu jest przedstawie
nie najnowszych rozwiązań, pozwalających na ścisłą 
kontrolę ekspresji genów wprowadzonych do kom ó
rek ssaków.

II. Represory, transaktywatory i sekwencje 
operatorowe te tO

Specyficzną cechą ekspresji genów u bakterii jest 
organizacja genów w operony. Są to jednostki trans
krypcji, w których zebrane są geny kodujące białka 
zaangażowane w reakcje danego szlaku metabolicz
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nego. Znajdują się one pod kontrolą wspólnego regio
nu regulatorowego i dają w wyniku transkrypcji 
policistronowe RNA. Wspomniany region regulacyjny 
pełni rolę włącznika lub wyłącznika, do którego przy
łączają się produkty genów regulatorowych. W kom ór
kach są one produkowane niezależnie od ekspresji 
regulowanych przez siebie operonów, a ich zdolność 
wiązania się z sekwencją regulatorową jest najczęściej 
związana z obecnością niskocząsteczkowego efektora. 
Jako przykład można podać operon tetracyklinowy 
bakterii E. coli. W jego skład wchodzą geny znajdujące 
się na transpozonie TnlO, warunkujące oporność bak 
terii na tetracyklinę. W warunkach braku tego an 
tybiotyku w środowisku represor operonu (tetR) wiąże 
się z sekwencją regulatorową (tetO) uniemożliwiając 
transkrypcję genów operonu. Natom iast w obecności 
tetracykliny następuje jej wiązanie do białka tetR. 
Kompleks represora i antybiotyku nie może przyłą
czyć się do sekwencji regulatorowej, co umożliwia 
ekspresję genów związanych z opornością na tetracyk
linę (Ryc. 1) [6],

II-l. Transaktywator tetracyklinowy

Początkowo do kontroli transkrypcji genów w pro
wadzonych do komórek ssaków wykorzystywano ele
menty operonu laktozowego E. coli [7-10], Równo
cześnie pokazano, że przy użyciu analogicznych ele
mentów operonu tetracyklinowego można kontro lo
wać ekspresję genów w komórkach roślin [11]. Opie
rając się o te dwa fakty B u j a r d  i w s p. [6] skon
struowali białko fuzyjne będące czynnikiem transkryp- 
cyjnym zależnym od obecności tetracykliny, tzw. 
transaktyw ator tetracyklinowy (tTA). Składało się ono 
z represora operonu tetracykliny i z C-terminalnej 
domeny białka VP16 pochodzącego z wirusa oprysz- 
czki (Herpes simplex, HSV). Białko VP 16 jest znanym 
aktywatorem transkrypcji genów wirusowych podczas 
infekcji. Gen kodujący tTA umieszczono pod kon t
rolą wczesnego prom otora cytomegalowirusa (tzw.

CMVE1). Jednocześnie skonstruowano drugi wektor, 
w którym sekwencja genu reporterowego (lucyferazy) 
była poprzedzona sekwencjami: TATA z prom otora  
CMVE1 (promotor minimalny) i operatorową tetO 
(doświadczalnie ustalono, że najwydajniejszą ekspresję 
uzyskiwano umieszczając siedem takich sekwencji re
gulatorowych) — tzw. prom otor P hCMV*_ v  Właściwo
ści tak skonstruowanego układu sprawdzano w kom ó
rkach HeLa, które transfekowano DNA kodującym 
transaktyw ator tetracyklinowy (tTA) i plazmidem z se
kwencją genu kodującego lucyferazę pod kontrolą 
prom otora P hCMv*-i - Gdy hodowano transfekowane 
komórki w obecności tetracykliny, stwierdzano bar
dzo niską aktywność lucyferazy. Przeniesienie hodowli 
na podłoże nie zawierające antybiotyku, powodowało 
znaczny wzrost aktywności lucyferazy. Schemat dzia
łania transaktyw atora tetracyklinowego przedstawia 
rycina 2A. M aksymalna indukcja transkrypcji rzędu 
105 była osiągana po ok. 24 godzinach od usunięcia 
tetracykliny. Ponowne dodanie do hodowli tetracyk
liny powodowało spadek aktywności lucyferazy do 
poziomu podstawowego w czasie ok. 12 godzin.

II-2. Odwrotny transaktywator tetracyklinowy

W 1996 r . G o s s e n  i B u j a r d  [12] skonstruowali 
białko fuzyjne o właściwościach przeciwnych do orygi
nalnego tTA. Tzw. odwrotny transaktywator (rtTA) 
ma zmienione cztery aminokwasy w części pochodzą
cej z tetR i aktywuje transkrypcję w obecności an 
tybiotyku. Schemat działania odwrotnego transak
tywatora przedstawiono na rycinie 2B. W porównaniu 
z tTA wykazuje on niższy poziom indukcji aktywności 
lucyferazy w hodowlach komórkowych, bo tylko 1000- 
-krotny po 24 godzinach. Ważnym elementem tego 
układu jest rodzaj stosowanego analogu tetracykliny. 
Przetestowano pięć różnych związków: tetracyklinę, 
oksytetracyklinę, chlorotetracyklinę, anhydrotetracy- 
klinę oraz doksycyklinę. M aksymalną indukcję otrzy
mano podając dwa ostatnie. Pozostałe związki były

te t$
►

gen tetR
- tetracyklina

//
*

•  #^ •  + tetracyklina 
•

tetR x

tetR

▲

X

r *  x  tX Y C i z z z t ........X Y
tetO geny operonu tetracyklinowego tetO geny operonu tetracyklinowego

Ryc. 1. S ch em at  d z ia łan ia  o p e ro n u  te t racyk l inow ego  E. coli. P ro d u k t  genu te tR  jes t  p r o d u k o w a n y  stale. G d y  w śro d o w isk u  b rak  tetracykliny ,  
łączy się o n  z sekwencją  tetO,  um ożl iw ia jąc  t ransk rypc ję  g enów  o pe ronu .  G d y  te t racyk l ina  jest o b ecn a  wiąże się o n a  z b ia łk iem  te tR .  T ak i  
k o m p le k s  nie m oże przyłączyć się d o  sekwencji te tO , co um ożliwia  zajście t r ansk rypc j i  genów  w aru n k u ją c y c h  o p o rn o ś ć  bak te r i i  na  
te t racyk l inę .  X, Y —  schem atyczne  oznaczen ie  genów operonu .
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Ryc. 2. S chem at  sys tem u te t raeyk l inow cgo  w ykorzys tu jącego  A) t r a n s a k ty w a to r  i B) o d w ro tn y  t r a n sa k ty w a to r .  O b jaśn ien ia  w tekście: tTA 
t r a n s a k ty w a to r  te tracyk linow y; r tTA  —  o d w ro tn y  t r a n s a k ty w a to r  te tracyklinow y; T C  —  te tracyklina ;  P —  p r o m o to r  

k o n s ty tu o w a n y ;  t c tO  —  sekwencja  o p e ra to ro w a  o p e ro n u  te traeyk linow cgo; T A T A  — sekwencja  TATA.

dużo słabszymi induktorami. Dodatkow ą zaletą dok- 
sycykliny jest fakt, iż będąc silniejszym induktorem ma 
mniejsze niż tetracyklina toksyczne działanie na o r
ganizmy ssaków.

II-3. tTA, rtTA i zwierzęta transgeniczne

System tetracyklinowy poddano także badaniom 
w układach in vivo. Zespół B u j a r d a  wprowadził 
linię myszy transgenicznych, u której ekspresja bada
nego genu była zależna od transaktywatora tetracyk- 
linowego [13]. Do jednej linii myszy wprowadzono 
gen kodujący transaktywator, do drugiej zaś gen 
kodujący lucyferazę umieszczony pod kontrolą mini
malnego prom otora PhCMV* - 1 - Myszy takie krzyżowa
no ze sobą otrzymując podwójnie transgeniczną linię 
posiadającą obie sekwencje. Wykazano, że aktywność 
lucyferazy w poszczególnych tkankach była bardzo 
niska jeśli transgeniczne myszy miały podawaną dok- 
sycyklinę, zaś ulegała indukcji gdy antybiotyk nie był 
obecny w ciele zwierząt. Poziom podstawowy ekspresji

genu reporterowego i stopień indukcji były zróżnico
wane w zależności od rodzaju tkanki. Największą 
indukcję uzyskano w komórkach skóry, mięśni uda, 
języka (ponad 100-razy). Nie stwierdzono aktywacji 
w wątrobie.

W następnej pracy B u j  a r d i w s p. [14] wykorzys
tali nowo wprowadzone linie podwójnie transgenicz
nych myszy, o dużo niższym podstawowym poziomie 
ekspresji genu reporterowego (lucyferazy). Jako induk- 
tor zastosowano doksycyklinę. Maksymalną indukcję 
aktywności lucyferazy uzyskano w komórkach trzus
tki (ok. 10 000 razy) a nieco niższą w nerkach i żołądku. 
Nie stwierdzono ekspresji w wątrobie, płucach i lim
focytach, czego powodem było zapewne to, że nie 
działa w nich prom otor CMVE1 i poprzedzający 
sekwencję kodującą tTA. Ci sami badacze uzyskali 
ekspresję w komórkach wątroby gdy zamieniono 
powyższy prom otor na tkankowo specyficzny [14].

Czas potrzebny do aktywacji i inaktywacji ekspresji 
transgenów w układzie tetracyklinowym badano 
w dość nietypowym doświadczeniu, wykorzystującym
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Ryc. 3. S ch em at  użycia w spó ln e g o  reg ionu  r e g u la to ro w e g o  tetO  d o  jednoczesnej  regulacji ekspresji  d w óch  różnych  genów; / e /R -V P 1 6  
t r a n sa k ty w a to r  te t racyk l inow y;  R N A  Poll — R N A  p o l im era za  II; P min 1 i P min2 —  p r o m o to ry  m inim alne;  geny X i Y — geny. k tó ry ch  

eksp res ja  jes t  k o n t r o lo w a n a  przez region tetO.

fakt, że mięśnie szkieletowe mogą być transfekowane 
przez bezpośrednie wstrzyknięcie do nich DNA (tzw. 
„nagiego” DNA, gdyż nie używa się w tym celu 
żadnego rodzaju nośnika np. liposomów lub wektorów 
wirusowych). Wektory zawierające sekwencje DNA 
kodujące: transaktyw ator i gen lucyferazy pod kon t
rolą p rom otora  PhCMv * - i’ wstrzyknięto do mięśni 
szkieletowych myszy [15]. Tetracyklinę podawano im 
w wodzie pitnej albo dootrzewnowo. Pokazano, że 
sześć godzin po usunięciu antybiotyku z wody poda
wanej zwierzętom do picia, można było wykryć aktyw
ność lucyferazy, a maksymalny jej poziom był osiągany 
po 7 dniach.

B u j a r d  i ws p .  [14] uzyskali również myszy 
transgeniczne produkujące odwrotny transaktywator. 
Zasada konstrukcji podwójnie transgenicznych my
sich szczepów była podobna, do omówionej wcześniej, 
z tą jednak różnicą, że jedna z linii posiadała sekwencję 
kodującą rtTA zintegrowaną z genomem. Po podaniu 
doksycykliny, u podwójnie transgenicznych osobni
ków (zawierających też gen reporterowy) obserwowa
no indukcję aktywności lucyferazy już po 4 godzinach, 
zaś maksymalną po 24. Najwyższą indukcję (około 
10000 razy) stwierdzono w komórkach trzustki. Eks

presji nie stwierdzono w wątrobie, płucach, mózgu 
i limfocytach.

II-4. Warianty systemu tetracyklinowego

Istnieje wiele wariantów wykorzystujących do ak 
tywacji transkrypcji tTA. Jednym z ciekawszych po
mysłów jest wykorzystanie wspólnego regionu regula
torowego (tetO)y dla dwóch różnych genów znaj
dujących się pod kontrolą minimalnych prom otorów  
po przeciwległych stronach sekwencji operatorowej 
(Ryc. 3) [16]. Umożliwia to np. równoczesną kontrolę 
ekspresji genów: badanego i markerowego lub dwóch 
różnych podjednostek w przypadku białek złożonych.

Innym, ciekawym pomysłem jest układ samoregulu
jący, w którym gen kodujący transaktywator zajmuje 
się kontrolą prom otora P hCMV* _ i - [17, 18]. Pozwala to 
na uzyskanie większej ilości transaktywatora niż 
w układach stale go produkujących. Uważa się b o 
wiem, że niskie stężenie tTA w komórkach jest naj
prawdopodobniej związane z toksycznym wpływem 
C-terminalnej domeny białka VP16 [19]. Dlatego też, 
przy ciągłej produkcji tTA przeżywają tylko te kom ó
rki lub zwierzęta transgeniczne, które nie osiągają

tTA
tetR VP16

Ryc. 4. S ch em at  dz ia łan ia  u k ła d u  te t racyk l inow ego  w w ariancie  au to regu lacy jnym . G e n  k odu jący  t r a n s a k ty w a to r  te t racyk l inow y  zna jdu je  sie 
p o d  k o n t r o lą  p r o m o to ra ,  na  k tó ry  oddziału je .  W p rz y p a d k u  b ra k u  te t racyk l iny  —  rys. górny  —  zachodz i  w ysoka  ekspres ja  ob u  
k o n t r o lo w a n y c h  genów. W  obecność  te t racyk l iny  —  rys. do lny  —  nas tępu je  znaczne  obn iżen ie  p o z io m u  ekspresji; i c tR -V P 1 6
—  t r a n s a k ty w a to r  te t racyk l inow y;  tetO  —  sekwencja  o p e r a to ro w a  o p e ro n u  tet racyk l inow ego;  P m in  — p r o m o to r  m in im alny ; IR ES
—  sekw enc ja  um ożl iw ia jąca  przyłączenie  rybosom ów ; R N A P o l I I  —  R N A  po l im era za  II.
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krytycznego stężenia transaktywatora. Autoregulacja 
pozwala na uzyskanie większych ilości transaktyw ato
ra w momencie indukcji.

Kolejnym pomysłem jest użycie pojedynczego wek
tora retrowirusowego. Wykorzystany jest tu element 
zwany IRES (ang. internal ribosome entry site) wsta
wiony pomiędzy gen reporterowy znajdujący się pod 
kontrolą prom otora P hCMV*-i i genem kodującym 
transaktywator tetracyklinowy (Ryc. 4) [18]. Zakłada 
się, że podobnie jak w poprzednio opisanym autore- 
gulowanym systemie, występowanie pewnego podsta
wowego poziomu transkrypcji i powstanie tTA. Po 
podaniu tetracykliny następuje indukcja ekspresji, 
w wyniku której powstaje dużo większa ilość tego 
policistronowego transkryptu. Efektem jego translacji 
są: białka genu reporterowego i tTA.

System tetracyklinowy jest obecnie często wykorzy
stywany. Zaczął być używany do badania udziału 
konkretnych białek w procesach komórkowych tak 
w hodowli jak i z wykorzystaniem zwierząt trans- 
genicznych. System ten znalazł zastosowanie w b ad a 
niu procesu onkogenezy [20-22], plastyczności k o 
mórek układu nerwowego [23], czy cyklu k o m ór
kowego [24],

III. Nowe spojrzenie na hormony sterydowe

Mimo, podkreślanych we wstępie, wad horm onów 
sterydowych używanych jako induktorów ekspresji, 
wciąż nie słabnie zainteresowanie ich wykorzystaniem. 
Przyczyną są ich zalety takie jak: zdolność przenikania 
przez błony biologiczne bez pośrednictwa skom pliko
wanego systemu przekaźnictwa sygnału od błony do 
jądra  komórkowego oraz szybkość działania. Wynika 
to z mechanizmu w jaki działają hormony sterydowe. 
Wnikają one do cytoplazmy gdzie łączą się ze swoimi 
receptorami będącymi zarazem czynnikami traskryp- 
cyjnymi zależnymi od liganda. Związany z hormonem 
receptor ma zdolność wniknięcia do jąd ra  kom ór
kowego i aktywacji transkrypcji tych genów, które 
posiadają sekwencje rozpoznawcze przez dany ak 
tywator. Podstawową wadą sterydów jako  induk
torów był fakt ich powszechnego występowania oraz 
wszechstronnego wpływu jaki mają na komórki wy
ższych kręgowców. Znaleziono jednakże dwa roz
wiązania:

1. użycie hormonów i ich receptorów, które nie 
oddziałują na komórkę, do której wprowadzamy in
teresujący nas gen (np. owadzi horm on sterydowy 
— ekdyzon).

2. zmodyfikowanie występujących naturalnie recep
torów tak aby były rozpoznawane tylko i wyłącznie 
przez syntetyczne pochodne horm onów  sterydowych 
mające nikły wpływ na komórki ssaków.

III-l. Ekdyzon

Ekdyzon jest typowym hormonem sterydowym,

występującym powszechnie u owadów. Jest on zaan
gażowany w proces ich metamorfozy. Po wniknięciu 
do cytoplazmy łączy się ze swoim receptorem (F.cR) 
będącym czynnikiem transkrypcyjnym. Ten ostatni 
wiąże się z sekwencją EcRE (ang. ecdysone responsive  
element) jako  heterodimer w parze z produktem genu 
U SP [25], Z punktu widzenia dalszych rozważań 
warto zaznaczyć, że białko USP jest homologiem 
receptora X retinoidu (RXR), który jest składnikiem 
heterodimerów receptorów hormonów sterydowych 
w komórkach wyższych kręgowców [26],

Pierwsze próby z użyciem ekdyzonu do kontroli 
ekspresji genów w komórkach ssaczych udowodniły 
funkcjonalność tego systemu. C h r i s t o p h e r  s o n  
i w s p. [27] badali aktywację ekspresji genu repor
terowego — acetylotransferazy chloramfenikolu 
(CAT), znajdującego się pod kontrolą  prom otora 
wirusa mysiej białaczki Moloneya (MMTV) poprze
dzonego czterokrotnym powtórzeniem sekwencji wią
żącej receptor ekdyzonu. Gen ten został wprowadzony 
do komórek linii 293 równocześnie z plazmidem 
warunkującym produkcję EcR. Testowano wpływ 
różnych pochodnych ekdyzonu na poziom aktywacji 
ekspresji genu CAT. Stwierdzono, że w komórkach 
ssaków tylko ponasteron A oraz muristeron A wiążą 
się z EcR w sposób umożliwiający indukcję transkryp
cji genu reporterowego. Jednocześnie stwierdzono, że 
obie substancje nie aktywują ekspresji genu repor
terowego jeśli sekwencja prom otorow a jest poprze
dzona przez element rozpoznawany przez receptor 
glukokordykoidu (GRE) lub estrogenu (ERE). W dal
szych eksperymentach wykluczono aktywację genu 
CAT poprzedzonego sekwencjami EcRE przez wy
stępujące najczęściej u ssaków hormony sterydowe. 
R o b e r t s o n  i ws p .  [27] dowiedli, że poprzez 
zamianę domeny aktywującej transkrypcję z oryginal
nej dla receptora ekdyzonu na VP 16 można zwiększyć 
poziom produkcji CAT dziesięciokrotnie.

Stwierdzono również, iż wymiana sekwencji wiążą
cej DNA na pochodzącą z bakteryjnego białka LexA, 
oraz jednoczesne wprowadzenie do komórek genu 
reporterowego, którego prom otor poprzedzony był 
przez sekwencję rozpoznawaną przez LexA, nie zmie
nia zdolności regulacji takiego układu przez ekdyzon. 
Daje to możliwość stworzenia całej rodziny transak- 
tywatorów regulowanych przez ekdyzon, a rozpoz
nających różne sekwencje w DNA.

Ekdyzon jako aktywator ekspresji genów w prow a
dzających do komórek ssaczych zastosowali N  o 
i w s p. [25]. Użyto w tym celu systemu składającego 
się z trzech elementów (patrz Ryc. 5), które muszą 
zostać wprowadzone do komórki. Pierwszym z nich 
jest gen kodujący zmodyfikowany receptor ekdyzonu. 
Drugim, gen warunkujący ekspresję wspomnianego 
wcześniej homologu białka USP czyli RXR. Trzecim 
zaś interesujący nas gen, znajdujący się pod kontrolą 
minimalnego prom otora  poprzedzonego, przez sek
wencję rozpoznawaną przez powstający heterodimer.
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RXR VpEcR

EcRE Pmin ■v_r u i iu .  g e n  ^

Ryc. 5. Sch em at  sys tem u  w y k orzys tu jące go  do  kon tro li  ekspresji  genów  w p ro w a d z o n y c h  d o  k o m ó re k  ssaków  p o c h o d n e  ek d y z o n u  (muristeron); 
w obecnośc i  m u r is t e ro n u  zachodz i  ak ty w ac ja  t ranskrypc j i  genu X; R X R  —  recep to r  re t in o id u  X; V pE cR  —  zm od y f ik o w an y  recep tor  
e k d y z o n u  (ob jaśn ien ia  w tekście); P  —  do w o ln y  p ro m o to r :  Pmin —  p r o m o to r  m in im alny :  E cR E  —  sekwencja r o z p o z n a w a n a  przez 
V pE cR .

W pierwszych eksperymentach wykorzystywano nie- 
zmodyfikowany EcR oraz USP. Po dodaniu muris
teronu A otrzymano 3-krotną indukcję ekspresji p-ga- 
laktozydazy. W celu zwiększenia poziomu indukcji 
wprowadzono liczne zmiany. Wymieniono domenę 
aktywującą transkrypcję na C-terminalną część VP 16. 
Następnie zamieniono gen kodujący USP na RXR. Do 
obszaru regulatorowego poprzedzającego gen repor- 
terowy dodano sekwencje wiążące czynnik transkryp- 
cyjny Spl. Ostatecznie, podwyższono indukcję po 
podaniu muristeronu A, z 3 razy do 20 tysięcy. D o
datkową zmianą zapobiegającą wiązaniu się do EcRE 
innych czynników transkrypcyjnych było zmienienie 
tej sekwencji tak, by była ona rozpoznawana tylko 
przez domenę wiążącą DNA pochodzącą z receptora 
ekdyzonu zawierającą trzy zmutowane aminokwasy. 
Ustalono, że w linii komórkowej (CV-1), do której 
wprowadzono te trzy elementy, 100-krotna indukcja 
osiągana jest po 3 godzinach, 1000-krotna po 8 godzi
nach, natom iast maksymalna 20000-krotna po 20 
godzinach od podania horm onu do pożywki.

System ten testowano także in vivo. Wyprowadzono 
dwie linie zwierząt transgenicznych. Pierwsza z nich 
niosła transgeny kodujące tran aktywator oraz RXR 
pod kontrolą p rom otora  specyficznego dla limfocytów 
T. Druga zawierała gen reporterowy pod kontrolą 
opisanych powyżej sekwencji regulatorowych. Zwie
rzęta pochodzące z obu linii skrzyżowano ze sobą 
uzyskując osobniki podwójnie transgeniczne, u k tó 
rych zachodziła aktywacja badanego genu zależna od 
podania muristeronu jak  i specyficzna tkankowo.

System ten ma jednak swoje wady. Nadekspresja 
białka RXR prawdopodobnie nie pozostaje bez wpły
wu na część procesów komórkowych. W arto  wspo
mnieć tylko fakt hamującego wpływu RXR na działa
nie tak powszechnego czynnika transkrypcyjnego j a 
kim jest AP-1 [28]. Postulowane zaangażowanie AP-1

w procesy np. uczenia się, powstawania pamięci czy 
apoptozy powoduje, że do wyników otrzymanych przy 
użyciu powyższego systemu, a dotyczących tych właś
nie procesów, trzeba będzie podchodzić ze szczególną 
ostrożnością.

I I I -2 .  R U 486

RU486 jest antagonistą progesteronu. Stanowi on 
bardzo dobry i ciekawy przykład wykorzystania niety
powych hormonów sterydowych jako  induktorów 
transkrypcji genów wprowadzonych do komórek ssa- 
czych. Wykorzystano fakt, że mutant ludzkiego recep
tora progesteronu — hPRB891 —  nie posiada zdolno
ści wiązania progesteronu ani innych endogennych 
horm onów [29]. Jednak to pozbawione 42 am ino
kwasów w C-końcowej domenie białko jest w stanie 
wiązać właśnie RU486. Co dziwniejsze, mimo tego, iż 
RU486 jest antagonistą progesteronu to zmutowany 
receptor związany z tym ligandem ma zdolność ak 
tywowania transkrypcji genów posiadających sekwen
cję, z którą może się związać. Wykorzystując dom eno
wą strukturę receptorów sterydowych, O ’ M a l l e y  
i w s p. [30] skonstruowali białko o charakterze 
transaktywatora, zdolnego do aktywacji ekspresji ge
nów po przyłączeniu RU486. Oprócz domeny wiążącej 
ligand w skład białka wchodził fragment drożdżowego 
czynnika transkrypcyjnego GAL4 (zawierający dom e
ny odpowiedzialne za wiązanie się do DNA, dimeryza- 
cję oraz lokalizację jądrową), oraz domena aktywująca 
transkrypcję białka VP16. Dodatkow o skonstruowa
no plazmid złożony z genu reporterowego CAT po
przedzonego sekwencję TATA pochodzącą z p rom o
tora genu E1B adenowirusa oraz cztery powtórzenia 
sekwencji, do której wiąże się GAL4. DNA obu 
plazmidów wprowadzono jednocześnie do komórek 
C V -1 w hodowli in vitro. W efekcie podania do podłoża
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Ryc. 6. Schem at  w yk o rzy s tan ia  syn te tycznych  l igandów  dim eryzacji  (C'1D) d o  k on tro li  ekspresji  genów  w p ro w a d z o n y c h  do  ko m ó rk i ;  A) niski 
p oz iom  transk rypc j i  genu  X gdy b rak  C I D  B) w yda jna  t r a n sk ry p c ja  genu  X po  p o d a n iu  C ID .  N as tępu je  połączenie  d o m e n y  wiążącej 
D N A  i ak tyw ującej  transkrypcję ;  G A L 4  —  d o m e n a  w iążąca  D N A  z d ro żd żo w eg o  b ia łka  G A L 4;  V P 16-C  —  te rm in a ln a  d o m e n a  białka 
VP16  w irusa  opryszczki;  R N A P o l I I  —  R N A  p o l im eraza  II; T A T A  —  sekwencja TA TA .

hodowlanego RU486 uzyskano 50-krotną indukcję 
aktywności CAT. M aksymalną aktywację osiągano po 
8 godzinach od podania induktora. Sprawność tego 
systemu potwierdzono również in vivo. Trzeba po d 
kreślić, że RU486 było w tych eksperymentach poda
wane w dawce nie powodującej ujawniania się jego 
efektu antagonistycznego względem progesteronu 
oraz glukokortykoidów i w 1000-krotnie niższej niż 
potrzeba do wywołania aborcji. W iadomo jednak, że 
RU486 może wywierać wpływ na czynnik transkryp- 
cyjny AP-1 [28], czego konsekwencje omawiano już 
poprzednio. Doświadczenia przeprowadzone przez 
O ’ M a l í e y a  i ws p .  [30] nie dają odpowiedzi na 
pytanie, czy stosowane stężenie RU486 ma hamujący 
wpływ na aktywność AP-1.

IV. Chemiczne induktory dimeryzacji —  CIDs

Ostatnią część tego artykułu chciałbym poświęcić 
związkom nazwanym przez G. R. C r a b t r e e  i S. L. 
S c h r e i b e r a  chemicznymi induktorami dimeryza
cji — CIDs (ang. chemical inducers o f  dimerization) i ich 
wykorzystaniu do kontroli transkrypcji w komórkach 
ssaczych. C ID  jest związkiem syntetycznym, który po 
dodaniu do mieszaniny dwóch peptydów posiadają
cych domeny wiążące go, spowoduje ich dimeryzację 
(patrz Ryc. 6). Pozwala to na dobór idealnego induk
tora z punktu widzenia kontroli procesów przebiegają
cych w komórce. Poszukiwany związek można skon
struować tak, aby był lipofilny, obojętny dla komórki, 
posiadał najkorzystniejszy okres półtrwania, itd. P o 
mysł wykorzystania CIDs do kontroli ekspresji genów 
na poziomie inicjacji transkrypcji podsunęły badania 
S c h r e i b e r a  i C r a b t r e e  nad kontrolą przez te 
syntetyczne ligandy procesu transdukcji sygnału w ko
mórkach hodowanych in vitro [31]. Taki system 
kontroli opiera się na domenowej budowie białek, 
w tym i czynników transkrypcyjnych, oraz fakcie, iż 
aby nastąpiła aktywacja transkrypcji, domeny: wiążą
ca DNA i aktywująca transkrypcję nie muszą być 
związane ze sobą kowalencyjnie. Chemiczne induktory 
dimeryzacji odpowiadają za związanie ze sobą obu 
koniecznych do aktywacji transkrypcji fragmentów

białka zawierających w swojej sekwencji motywy wią
żące CID. Cały układ kontroli ekspresji genu lub 
genów wprowadzanych do komórki jest więc dosyć 
skomplikowany i składa się z czterech elementów (Ryc.
6). Pierwsze trzy to: 1) gen, który nas interesuje pod 
kontrolą odpowiedniej sekwencji promotorowej; oraz 
fragmenty DNA kodujące: 2) domenę wiążącą się 
z sekwencją prom otorową oraz 3) domenę aktywującą 
transkrypcję, obydwa zawierające motyw umożliwia
jący im dimeryzację przy współudziale CID. Ostatnim, 
czwartym, jest chemiczny induktor dimeryzacji, bez 
którego nie może zachodzić ekspresja interesującego 
nas produktu.

Pierwszym wykorzystanym chemicznym indukto- 
rem dimeryzacji był syntetyczny związek o nazwie 
FK1012 [31], Jest to pochodna FK506 związku, 
który jest stosowany w praktyce klinicznej jako  środek 
immunosupresyjny. Po podaniu, FK506 przenika 
przez błonę kom órkową i wiąże się z dużym powino
wactwem z białkiem FKBP12. Powstały kompleks 
FKBP12-FK506 ma zdolność wiązania się z kal- 
cyneuryną. Kalcyneuryna jest białkiem pośredniczą
cym np. w aktywacji ekspresji genu interleukiny d ru 
giej (IL-2). Brak produkcji IL-2 w komórkach lim
focytów, spowodowany wpływem kompleksu FK506- 
-FKBP12, jest uznawany za przyczynę im m unosup
resji.

S p e n c e r i w s p . ,w  serii eksperymentów pokazali, 
że wytworzone w wyniku chemicznej syntezy dimery 
FK506 (FK1012), o różnym stopniu modyfikacji, po 
związaniu z kalcyneuryną nie wywierają wpływu na 
komórkę [31], W tej samej pracy pokazano, że przy 
pomocy tego układu można bardzo dokładnie kon t
rolować przekazywanie sygnału od receptora b łono
wego do jądra  komórkowego. W tej serii eksperymen
tów zsyntetyzowano również monomer zdolny do 
wiązania FKBP12 ale nie wpływający na kalcyneurynę 
tzw. FK506M.

FK1012 został wykorzystany do kontroli inicjacji 
transkrypcji genu wprowadzonego do komórek ssa
czych [32], Doświadczenie miało pokazać, czy obec
ność aktywatora transkrypcji jest konieczna tylko 
w czasie inicjacji tego procesu, czy także podczas jego
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trwania. W tym celu do komórek linii Jurkat (po
chodzących z limfocytów T) wprow adzono geny kodu
jące hybrydowe białka: domenę aktywującą transkryp
cję pochodzącą z VP16 połączoną z fragmentem 
pochodzącym z FK BP12 oraz wiążący się z DNA 
fragment drożdżowego czynnika transkrypcyjnego 
GAL4 także zdolny do dimeryzacji za pośrednictwem 
FK1012. Dodatkow o wprow adzono gen reporterowy, 
którego prom otor zawierał sekwencję rozpoznawaną 
przez GAL4. Po podaniu FK1012 do hodowli takich 
komórek uzyskano indukcję ekspresji genu repor- 
terowego. Była ona zależna zarówno od stężenia 
induktora jak  i od czasu jaki upłynął od podania. 
Stopień indukcji nie był tak wysoki jak w opisywanych 
wcześniej systemach ale charakteryzował się szybkim 
wzrostem. Interesująca w tym systemie jest możliwość 
bardzo szybkiego wyłączenia transkrypcji wprow a
dzonego genu. Jest to możliwość jakiej nie daje żaden 
inny ze znanych systemów. Gwałtowne zatrzymanie 
syntezy uzyskuje się poprzez dodanie do hodowli 
monomeru —  FK506M  w odpowiednim nadmiarze 
w stosunku do induktora. W opisywanym doświad
czeniu spadek aktywności białka kodowanego przez 
gen reporterowy obserwowano już w 30 minut po 
podaniu monomeru.

Ostatnio ta sama grupa badaczy opisała inny CID 
wykorzystany do kontroli ekspresji genu reporterowe- 
go wprowadzonego do komórek w hodowli [33], Jako 
chemiczny induktor dimeryzacji wykorzystano 
FKCsA związek składający się z fragmentów po
chodzących z FK506 i cyklosporyny A. Ta ostatnia jest 
wiązana przez cyklofilinę (CyP). Kompleks CsA-CyP 
działa na komórki podobnie jak opisany wcześniej 
FK506-FKBP12. Domena aktywująca transkrypcję 
była białkiem składającym się z fragmentów VP16 
oraz CyP. Domena wiążąca DN A pochodną GAL4 
oraz FKBP12. Geny kodujące obie powyższe fuzje 
oraz białko reporterowe w prow adzono do komórek. 
Indukcję syntezy właściwego produk tu  uzyskiwano 
tylko w przypadku podania FKCaA.

Opisany powyżej pomysł wykorzystuje się w bada
niach procesów komórkowych coraz częściej. Powsta
ją nowe rodzaje związków. Jednym z przykładów może 
być użycie kumermycyny jako  induktora, fragmentu 
gyrazyB jako domeny wiążącej i novobiocyny jako 
m onomeru blokującego transkrypcję [34]. Być może 
te związki da się również zastosować do kontroli 
ekspresji genów na poziomie transkrypcji. Niewy
kluczone także jest użycie CID s w połączeniu z opisa
nymi wcześniej systemami. Nie ulega wątpliwości, że 
jest to przykład zupełnie nowego spojrzenia na pro
blem regulowania ekspresji genów wprowadzonych do 
kom órek ssaczych.

V. Podsumowanie

W powyższym przeglądzie nowych sposobów kon t
roli ekspresji genów wprowadzanych do komórek

ssaczych przedstawiono jedynie systemy oparte o kon
trolę inicjacji transkrypcji. Pominięte zostały pomysły 
wykorzystujące potranslacyjne modyfikacje białek [4] 
a także te oparte o wykorzystanie różnego rodzaju 
rekombinaz [35-38], Są to również rozwiązania bar
dzo ciekawe i oryginalne. Mogą być stosowane osobno 
lub w połączeniu z kontrolą na poziomie transkrypcji. 
Często też mogą w nich być wykorzystane induktory 
takie jak np. CIDs [4], ekdyzon [4] czy inne zmodyfi
kowane hormony sterydowe [39], Zastrzeżenia do ich 
wykorzystywania są bardzo podobne do tych omawia
nych w powyższej pracy. Nie mniej szereg prac, 
w których zaczęto badać już udział konkretnych 
genów w sytuacjach mniej lub bardziej fizjologicznych 
pokazuje, że zwiększa się zainteresowanie ich zastoso
waniem. Daleka jeszcze droga do wykorzystywania ich 
w medycynie. W dniu dzisiejszym jednak, opisane 
powyżej, zaawansowane systemy stanowią nowe 
i obiecujące narzędzie do dokładniejszego badania roli 
poszczególnych genów zarówno in vitro jak  i in vivo.

Artykuł otrzymano 14 sierpnia 1997 r. 
Zaakceptowano do druku 8 grudnia 1997 r.
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I. Wstęp

Największym poznanym genem człowieka jest poło
żony na chromosomie Xp21 gen D M D . Nazwa p o 
chodzi od warunkowanej przez mutacje tego genu 
dystrofii mięśniowej Duchenne’a. G en D M D  obejmuje 
fragment genomu o wielkości 2,5 Mpz, co stanowi 1 % 
chromosomu X i prawie 0,1% genomu człowieka. 
Część kodująca, w porów naniu  z rozmiarem całego 
genu, jest bardzo mała i koduje m R N A  o wielkości 14 
kz. Gen ten złożony jest z 79 eksonów o średniej 
wielkości 200 pz. Sekwencje niekodujące stanowią 
zatem aż 99,4% genu, przy przeciętnej wielkości in- 
tronu 35 kpz. Największe introny przekraczają nawet 
200 kpz [1], Dla przykładu, pełna wielkość innych, 
uważanych za olbrzymie, genów człowieka, jak np. gen
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CFTR warunkujący mukowiscydozę lub gen FVII1 
kodujący czynnik VIII krzepnięcia krwi, zbliżona jest 
do 200 kpz. Od 1986 roku, kiedy Koenig i wsp. [2] 
zlokalizowali gen D M D  w locus Xp21, analizą jego 
struktury i funkcji zainteresowało się wiele grup bada
wczych, dostarczając nowych danych o budowie i eks
presji. Informacje o strukturze genu zostały przed
stawione na łamach „Postępów biochemii ’ w artykule 
J. K w i a t k o w s k i e j  i R. S ł o m s k i e g o  „Gen 
D M D  — największy gen człowieka” [3],

Już w 1987 roku grupa badaczy pod kierunkiem 
H o f f m a n a  wykryła białkowy produkt genu — dys- 
trofinę [4], Białko to występuje po cytoplazmatycznej 
stronie błony komórkowej mięśni i niektórych neuro
nów [5]. Porównanie dystrofiny człowieka i kilku 
gatunków zwierząt wykazało, że jest to białko konser
watywne ewolucyjnie. Dystrofina człowieka ma masę 
427 kDa i zbudow ana jest z 3685 aminokwasów 
tworzących cztery strukturalne domeny [6, 7], Część 
N-terminalna zawierająca 240 aminokwasów tworzy 
domenę wiążącą aktynę. Długa, elastyczna domena 
centralna zbudow ana jest z 24 homologicznych po
wtórzeń zawierających średnio 109 aminokwasów. 
Każde powtórzenie tworzy potrójną helisę dzięki 
trzem częściom a-helikalnym i dwóm regionom zawia
sowym bogatym w proliny. Zarówno budowa jak 
i funkcja tych dwóch domen dystrofiny podobna jest 
do a-aktyniny i (3-spektryn. które są białkami struk
turalnymi występującymi we wszystkich typach kom ó
rek. Trzecia dom ena tworzy charakterystyczny motyw 
składający się z 150 aminokwasów, z których znaczną 
część stanowią proliny. Podobny motyw obecny jest 
w kalmodulinie, a-aktyninie i P-spektrynach, gdzie 
odpowiedzialny jest za wiązanie jonów wapnia. Naj
bardziej konserwatywną domenę dystrofiny tworzy 
420 aminokwasów końca karboksylowego. Region ten 
nie wykazuje homologó do innych białek cytoszkieletu 
poza utrofiną. Badania dystrofiny w mięśniach wyka
zały, że dom ena karboksylowa łączy się z dużym 
kompleksem białek w sarkolemmie [8],

Gen D M D  wykryto w wyniku poszukiwań moleku
larnego podłoża dystrofii mięśniowej Duchenne’a 
(D M D ) i jej allelicznej postaci — dystrofii mięśniowej 
Beckera (BMD) [2], Dystrofia mięśniowa Duchenne’a 
jest jedną z najczęstszych chorób genetycznych sprzę
żonych z chromosom em  X i dziedziczy się w sposób 
recesywny. D M D  występuje z częstością 1 na 3000 
noworodków płci męskiej, natomiast BM D około 
dziesięciokrotnie rzadziej. C horoba ta charakteryzuje 
się postępującym zanikiem mięśni, a u 30% chorych 
występuje ponadto  upośledzenie umysłowe [9], M u ta 
cje genu D M D  powodują brak dystrofiny w mięśniach 
osób cierpiących na letalną postać choroby (DMD), 
natomiast w łagodnej postaci choroby (BMD) dys
trofina występuje w mniejszej ilości lub w formie 
zmienionej. Najczęstszymi mutacjami prowadzącymi 
do D M D /B M D  są duże delecje obejmujące kilka lub 
nawet kilkanaście eksonów [10], Analiza mutacji

wywołujących dystrofię mięśniową Duchenne’a jest 
podstawą rutynowej diagnostyki molekularnej, jednak 
w dalszym ciągu nie opracowano skutecznych metod 
leczenia. Podejmowane są próby terapii genowej, 
jednakże poważnym problemem jest niezwykła wiel
kość genu D M D  [11].

II. Produkty ekspresji genu D M D

II-l. Dystrofiny o masie 427 kDa

Pierwsze badania występowania dystrofiny w róż
nych tkankach sugerowały, że ekspresja genu D M D  
osiąga znaczący poziom tylko w niektórych typach 
komórek układu nerwowego oraz mięśniach szkieleto
wych, mięśniu sercowym i w mniejszym stopniu w mię
śniach gładkich [5, 12], N u d e 1 i ws p .  jako pierwsi 
zauważyli, że aminoterminalna część dystrofiny w mię
śniach i tkance mózgowej różni się sekwencją [13]. 
Jedenaście aminokwasów na końcu aminowym dys
trofiny mięśni (dystrofina M) zastąpionych jest w dys- 
trofinie mózgu (dystrofina C) trzema innymi am ino
kwasami. Ta część białka kodowana jest przez alter
natywne pierwsze eksony, a transkrypcją dystrofiny 
M i C kierują odrębne promotory. P rom otor C poło
żony jest w odległości 90 kpz przed promotorem 
M i około 400 kpz przed drugim eksonem [14], 
Transkrypt zawierający specyficzny dla dystrofiny 
C pierwszy ekson występuje wyłącznie w korze móz
gowej oraz hipokampie i wykazuje aż 99% zgodności 
sekwencji u człowieka i szczura, podczas gdy homo- 
logia pierwszego eksonu dystrofiny M sięga tylko 80%. 
Dalsze badania zaowocowały odkryciem następnych 
promotorów, których aktywność w różnych tkankach 
prowadzi do powstania jeszcze innych izoform dys
trofiny (Ryc. ł).

Kolejna izoforma dystrofiny o masie 427 kDa 
wykryta została w komórkach Purkinjego — stąd jej 
nazwa dystrofina P, chociaż występuje także w mięś
niach i korze mózgowej. P rom otor P, który kieruje 
transkrypcją dystrofiny P, oraz specyficzny dla tej 
formy dystrofiny pierwszy ekson, położone są w środ
kowej części olbrzymiego, składającego się z 280 kpz 
intronu pierwszego [15]. Aktywność prom otorów M, 
C i P prowadzi do powstania „pełnej długości” trans- 
kryptów o wielkości 14 kz, które różnią się jedynie 
krótką sekwencją na 5’ końcu. Swoisty dia poszczegól
nych dystrofin pierwszy ekson łączy się ze wspólnym 
eksonem drugim z zachowaniem ramki odczytu, zatem 
dystrofiny M, C i P różnią się jedynie krótką sekwencją 
końca aminowego.

N i s h i o  i ws p .  [16] przedstawili wyniki doświad
czeń sugerujące występowanie około 500 kpz przed 
prom otorem  M jeszcze jednego prom otora (promotor 
L), kierującego transkrypcją izoformy dystrofiny o m a
sie 427 kDa. Obecność tej izoformy wykazano w hodo
wlach limfoblastów, jednak nic nie wiadomo o jej
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występowaniu w innych komórkach. W przeciwieńst
wie do innych form o pełnej długości, specyficzna część 
sekwencji transkryptu dystrofiny L łączy sie dopiero 
z trzecim eksonem. Inny pierwszy ekson, występujący 
w blisko połowie transkryptów pochodzących z lim
focytów krwi obwodowej, zaobserwowali również 
R o b e r t s  i w s p. [17], Ekson ten leży jednak 
w intronie pierwszym genu D M D  i transkrybowany 
jest pod kontrolą prom otora M, ale nie wiadomo czy 
w limfocytach aktywny jest dodatkowy promotor. 
Przyjmuje się że mRNA dystrofiny obecny w tych 
komórkach powstaje dzięki nieuprawnionej transkry
pcji, czyli bardzo słabej ekspresji genu (1 na 10000 
limfocytów) w komórkach, w których normalnie nie 
występuje białkowy produkt genu.

II-2. Krótkie formy dystrofiny

Analizy typu Western biot z użyciem przeciwciał 
skierowanych przeciw centralnej oraz C-terminalnej 
części dystrofiny doprowadziły do odkrycia kolejnych 
białek powstających w wyniku ekspresji genu D M D  
(Tab. 1). Białka te nazywane są apodystrofinami lub 
oznaczane Dp (utworzone od ang. dystrophin product) 
i masą cząsteczkową. Apodystrofiny powstają w wyni
ku aktywacji prom otorów położonych w różnych 
intronach genu DM D, a ich wspólnymi cechami jest 
brak ważnej dla funkcji dystrofiny domeny N-ter- 
minalnej oraz obecność regionu wymaganego do wią
zania z kompleksem glikoprotein błonowych [18],

Badania obecności i ilości apodystrofin w różnych 
tkankach pozwoliły stwierdzić, że najbardziej powsze
chnym produktem genu D M D  jest apodystrofina 
1 (Dp71). Obecności Dp71 nie wykazano w mięśniach 
szkieletowych, lecz udokum entowano jej występowa
nie w mózgu i innych tkankach poza mięśniami. Ilości

tej izoformy w komórkach glejowych, wątrobie i żołąd
ku porównywalne są z ilością dystrofiny M w mięś
niach szkieletowych [ 19,20]. D p 7 1 powstaje w wyniku 
translacji jedynie 6% części kodującej genu DM D. 
Prom otor formy Dp71 — prom otor G (ang. glial lub 
general), znajduje się w intronie 62 czyli w odległości
2 Mpz za promotorami M, C i P. P rom otor G kieruje 
powstawaniem mRNA w wielkości 4,8 kz. Jego unikal
na sekwencja 5’ zawiera 123-nukleotydowy region nie 
ulegający translacji (5’ UTR) oraz 7 nowych kodonów. 
Alternatywny pierwszy ekson Dp71 w wyniku składa
nia mRNA łączy się z eksonem 63 [20-22], Badania 
wykazały, że Dp71 jest w rzeczywistości rodziną izo- 
form białek powstających w wyniku alternatywnego 
składania końca 3’ transkryptu generowanego przez 
prom otor G. W niektórych izoformach zachowany jest 
„mięśniowy” koniec karboksylowy, w innych, w wyni
ku usunięcia 32-nukleotydowego przedostatniego eks- 
onu, zmienia się charakter domeny C-terminalnej 
z hydrofilowego na hydrofobowy [19, 23, 24],

Prom otor G kieruje również syntezą bardzo kró t
kiego transkryptu (2,2 kz mRNA), z którego powstaje 
białko o masie 40 kD a — apodystrofina 3 [25]. 
Apodystrofiny 1 i 3 mają identyczną sekwencję 
N-terminalną oraz wykazują takie samo rozmiesz
czenie w tkankach, jednak apodystrofina 1 występuje 
w znacznie większych ilościach. Natomiast pozycja 
kodonu stop oraz sekwencja 3’ UTR apodystrofiny
3 jest taka sama jak w skróconej dystrofinie płodowej, 
opisanej przez F e e n e r a  i ws p .  [24].

Kolejne prom otory zlokalizowano w intronach; 29 
- prom otor R (ang. retinal), 44 - p rom otor CNS (ang. 
central nervous system) oraz 55 - prom otor S (komórki 
Schwanna). P rom otor S został odkryty przez B y e r -  
s a i ws p .  [26], którzy wykazali jego aktywność 
wyłącznie w komórkach nerwów obwodowych i w ho
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Tabela 1.
Białka k o d o w a n e  przez gen D M D  i ich w ys tępow an ie  w różnych  ty pach  k o m ó re k

Białko M a sa P ro m o to r W y s tępow an ie

dystro f iną  M 427 k D a M mięśnie szkieletowe, gładkie, mięsień 
sercowy

dystrof iną  C 427 k D a C k o ra  m ózgow a ,  h ip o k a m p

dystro f iną  P 427 k D a P k o m ó rk i  P urk in jego ,  mięśnie, ko ra  
m ó z g o w a

dystro f iną  L (?) 427 k D a L limfoblasty

dystro f iną  G, D p 7 1, 
a p o d y s t ro fm a  1

71 k D a G większość tk an ek  o p rócz  mięśni

a p o d y s t ro fm a  3 40 k D a G większość tk an ek  o p ró cz  mięśni

d y s t ro fm a  S, D p i  16, 
a p o d y s t ro fm a  2

116 k D a S nerwy obw o d o w e ,  k o m ó rk i  S chw anna

dystro f iną  R, D p 260 260 k D a R sia tk ó w k a

d y s t ro fm a  C N S , D p i 40 140 k D a C N S cen tra lny  uk ład  nerw ow y

dowlach komórek Schwanna. Pod kontrolą p rom oto 
ra S powstaje transkrypt o wielkości 5,2 kz, a biał
kowym produktem  jest dystrofma S o masie 116 kDa 
(Dp 116, apodystrofma 2) [26, 27], Wydaje się, że 
ekwiwalentem D p i 16 jest w centralnym układzie ner
wowym izoforma o masie 140 kD a (Dp 140) powstająca 
pod kontrolą prom otora CNS [28], Transkrypt 
D p i 40 składa się z 7,5 kz oraz zawiera specyficzną 
109-nukleotydową sekwencję transkrybowaną z regio
nu w intronie 44. Charakterystyczne jest, że cały 
pierwszy ekson D p i40 koduje region nie ulegający 
translacji, a inicjujący kodon metioninowy znajduje się 
dopiero w eksonie 51.

Czwartą, krótką formę dystrofiny, k tóra występuje 
głównie w siatkówce, zidentyfikowali i scharakteryzo
wali S o u z a  i ws p .  [29], Izoforma oznaczona jako 
Dp260, lub nazwana dystrofiną R, ulega ekspresji 
z p rom otora  R, a pierwszy ekson jej transkryptu 
koduje specyficzny koniec aminowy złożony z 13 
aminokwasów o charakterze hydrofilowym.

W wyniku alternatywnego składania eksonów ko
dujących część C-terminalną dystrofiny pojawia się 
kilkanaście dodatkowych izoform tego białka. Ich 
występowanie w różnych tkankach jest ściśle regulo
wane w trakcie rozwoju i nie zależy od rodzaju 
prom otora, który je generuje [23], Obecność większo
ści tych form charakterystyczna jest wyłącznie dla 
rozwoju postnatalnego, podczas gdy w tkankach em b
rionalnych dominuje forma powstała bez udziału 
przedostatniego eksonu. W trakcie rozwoju mięśni, 
układu nerwowego i innych tkanek pojawiają się 
kolejne izoformy dystrofiny, które mają zmienioną 
polarność, a co za tym idzie, różnią się zdolnością do 
interakcji z glikoproteinami błony komórkowej. M oż
liwe, że wymiana izoform jest zdeterminowana przez 
różną w trakcie rozwoju ekspresję białek błonowych

związanych z dystrofiną. Wiadomo, że alternatywne 
składanie genów białek kurczliwych mięśni jest zjawis
kiem bardzo powszechnym. Przyjmuje się, że jest to 
sposób umożliwiający regulację fukcji elementów k u r
czliwych w odpowiedzi na fizjologiczne różnice zarów
no w obrębie, jak i pomiędzy poszczególnymi grupami 
mięśni.

II-3. Inne produkty ekspresji genu D M D

Gen D M D  jest nie tylko największym, ale również 
najbardziej złożonym genem człowieka, zawierającym 
liczne promotory. Nie jest wykluczone, że w tym genie 
występują jeszcze inne, poza przedstawionymi, p rom o
tory — na przykład w olbrzymich intronach, które 
swoimi rozmiarami dorównują największym genom, 
dlatego też lista izoform dystrofiny nie jest jeszcze 
zamknięta. Możliwe jest również powstawanie na 
matrycy genu D M D  transkryptów, które nie zawierają 
sekwencji występujących w mRNA dystrofiny. Znale
zienie takich transkryptów jest utrudnione, ponieważ 
jako sondy molekularne stosowane są fragmenty 
cDNA dystrofiny oraz przeciwciała dla epitopów 
dystrofiny mięśni. Natomiast wykryto produkt genu 
D M D , który nie jest dystrofiną, a przynajmniej trudno 
go za taki uznać.

Jak wykazali H o l d e r  i ws p .  transkrypt po 
wstający pod kontrolą prom otora  P może ulegać na 
końcu 5’ alternatywnemu składaniu [30], C harak 
terystyczny dla tego transkryptu ekson pierwszy za
wiera w części 3’ zgodny z ramką odczytu sygnał 
terminacji translacji. W czasie dojrzewania transkryp
tu fragment z kodonem terminującym w eksonie 
pierwszym może zostać usunięty. W tym przypadku 
translacja zakończy się po utworzeniu dystrofiny P, 
natomiast zachowanie tego fragmentu w transkrypcie
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Eksony
Gen DMD

mRNA

Białko

Oktapeptyd Dystrofina P

Ryc. 2 A l te rn a ty w n e  sk ładan ie  t r a n s k ry p tu  genu D M D  pow s ta jącego  pod  k o n t ro lą  p r o m o to r a  P. W w yniku  p ierwszego w a r ia n tu  
a l te rn a ty w n e g o  sk ła d an ia  pow sta je  dystro f ina  P o masie  427 k D a .  drugi  w ar ian t  generuje  ok tap ep ty d .

powoduje przerwanie translacji po utworzeniu ok- 
tapeptydu (Ryc. 2).

Ekspresja N-terminalnych peptydów została opisa
na również w przypadku innych genów. Przykładem 
jest gen receptora (3-adrenergicznego, w którym 
N-terminalny peptyd reguluje ekspresję poprzez in
hibicję translacji [31]. Nie jest pewne, czy oktapeptyd 
powstający pod kontrolą prom otora  P jest niezależ
nym regulatorem ekspresji, jednak udowodniono, że 
jego obecność w komórce uniemożliwia translację 
pełnej długości dystrofiny.

III. Struktura prom otorów  genu D M D

Jednym z głównych problemów biologii molekular
nej jest zrozumienie mechanizmów, dzięki którym 
określone geny ulegają ekspresji w określonej fazie 
cyklu komórkowego, specyficznej dla tkanek oraz 
w odpowiedzi na działanie induktorów zewnątrzko- 
mórkowych. Dlatego też ważne jest poznanie struk
tury prom otorów oraz innych czynników cis- i trans- 
-aktywujących zaangażowanych w generowanie izo- 
form dystrofiny w różnych tkankach czy w czasie 
ontogenezy.

W mięśniach szkieletowych, gładkich i mięśniu 
sercowym powstawaniem dystrofiny kieruje prom otor 
M [32]. Jego aktywność jest specyficznie stymulowana 
w trakcie różnicowania mioblastów w miotuby, powo
dując gwałtowny wzrost ilości dystrofiny. Analiza 
sekwencyjna 150 nukleotydów „minimalnego p rom o
to ra” mięśniowego wykazała, że pod względem budo
wy przypomina on prom otory innych genów specyficz
nych dla mięśni [33, 34], Najbliżej miejsca startu 
transkrypcji położona jest sekwencja TATA. Dalej 
zlokalizowane są charakterystyczne dla prom otorów 
mięśniowo-specyficznych elementy CArG [ang. 
CC(A +  T-n'r/i)6GG]. Są to sekwencje bogate w pary 
A +  T ograniczone od strony 5’ przez kilka nuk

leotydów cytozynowych, a od strony 3’-guaninowych. 
Pomiędzy kasetą TATA a CArG znajduje się region 
bogaty w pary GC, jednak najprawdopodobniej nie 
jest on niezbędny dla ekspresji dystrofiny mięśniowej. 
Elementem prom otora M jest również sekwencja 
wiążąca czynnik MEF-1 (ang. myocyte-specyfic enhan- 
cer-binding nuclear factor), a także kaseta „E” od
działywująca z białkami o strukturze heliks-pętla- 
-heliks. Takim białkiem jest między innymi czynnik 
transkrypcyjny m yoDl odpowiedzialny za różnicowa
nie się mięśni. Wydaje się jednak, że ani motyw wiążący 
czynnik MEF-1, ani kaseta „E” nie są niezbędne do 
ekspresji genu D M D  w mięśniach. Sekwencja konsen- 
susowa CArG jest jedynym poznanym elementem 
prom otora M istotnym dla transkrypcji mięśniowej 
izoformy dystrofiny [35]. Wydaje się, że ekspresja genu 
D M D  w mięśniach jest, przynajmniej częściowo, regu
lowana przez mechanizmy typowe dla ekspresji in
nych, specyficznych dla mięśni genów.

Motywy podobne do CArG występują także w pro
motorach P i C [36], Budowa prom otora P nie jest 
jeszcze dokładnie poznana, ale wiadomo, że oprócz 
motywów podobnych do CArG zawiera również kase
tę „E”. Sekwencja regionu promotorowego aktywnego 
w neuronach kory mózgowej i hipokampu nie ma 
typowego silnego motywu TATA, chociaż około 26 pz 
przed miejscem rozpoczęcia transkrypcji znajduje się 
region bogaty w A +  T. Cechą charakterystyczną re
gionu 5’ UTR transkryptu powstającego pod kontrolą 
prom otora C jest nietypowa obecność aż 9 kodonów 
AUG, z których tylko jeden jest zgodny z ram ką 
odczytu sekwencji kodującej genu DMD.

Kaseta TATA nie występuje w promotorze G, który 
kieruje powstawaniem białka Dp71 — jedynego lub 
głównego produktu  genu D M D  w wielu kom órkach 
niemięśniowych. Oprócz kasety TATA, prom otor 
G nie posiada również innych, występujących po
wszechnie w prom otorach eukariotycznych sekwencji
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zgodnych takich jak  np. kaseta CAAT, a bogaty jest 
w pary GC (81 z pierwszych 100 pz) i zawiera 3 miejsca 
wiązania dla czynnika transkrypcyjnego SP1 [37], Te 
cechy struktury p rom otora  G są typowe dla p rom oto
rów genów warunkujących podstawowe funkcje ko
mórki (ang. housekeeping genes), takich jak geny 
histonów, białek cytoszkieletu czy podstawowych en
zymów metabolizmu.

Promotory, których struktura została poznana, róż
nią się zarówno budową, jak i aktywnością tkankowo- 
-specyficzną. Jednak uwagę zwraca występowanie ka
set podobnych do CArG oraz innych elementów 
charakterystycznych dla prom otorów mięśniowo-spe- 
cyficznych w prom otorach  nie zaangażowanych w po
wstawanie dystrofiny mięśni. Może to odgrywać istot
ną rolę w zmniejszaniu strat spowodowanych m utac
jami w obrębie p rom otora  M. Przykładem jest sprzę
żona z chromosom em  X kardiomiopatia rozstrzenio- 
wa (XLDCM), wywoływana przez mutacje w p rom o
torze M genu D M D . W mięśniach szkieletowych 
chorych na X L D C M  brakuje M dystrofiny, natomiast 
zastępuje ją forma P. Z nieznanych przyczyn prom otor 
P nie jest w stanie kierować transkrypcją w mięśniu 
sercowym, co prowadzi do jego degeneracji.

Jak dotąd niewiele wiadomo o sekwencjach wzmac
niających transkrypcję genu D M D  (ang. enhancer). 
Istnieje szereg pośrednich przesłanek wskazujących na 
istnienie w obrębie dużych intronów położonych przy 
eksonie 1 dodatkowych, specyficznych dla mięśni 
sekwencji wzmacniających. Z fragmentu intronu 
1 o wielkości 5 kpz wyodrębniono sekwencję speł
niającą warunki sekwencji wzmacniającej [40]. Sek
wencja ta działa niezależnie od położenia i orientacji 
oraz jest specyficzna dla mięśni (jest aktywna zarówno 
w niedojrzałych miofibrylach jak i w dojrzałych mięś

niach szkieletowych, ale nie w fibroblastach). Z pew
nością nie jest to jedyna sekwencja wzmacniająca 
transkrypcję genu D M D  w mięśniach, gdyż wzrost 
poziomu trnaskrypcji in vitro zachodzący tylko przy jej 
udziale jest kilkakrotnie niższy od obserwowanego 
w prawidłowych mięśniach.

IV. P ow staw an ie m R N A  dystrofiny

Nie tylko regulacja ekspresji genu D M D , lecz rów 
nież sam proces jego transkrypcji są bardzo złożone. 
Niezwykła wielkość genu oraz liczba eksonów sugeru
ją, że mogą tu występować inne mechanizmy p o 
wstawania i dojrzewania mRNA aniżeli występujące 
w mniejszych genach. Wielu informacji o transkrypcji 
i składaniu mRNA dystrofiny dostarczyły doświad
czenia polegające na określeniu czasu i poziomu 
akumulacji transkryptów genu D M D  w różnicujących 
się komórkach miogennych [41, 42], W tych kom ór
kach aktywny jest prom otor specyficzny dla mięśni. 
Porównując czas, w jakim w transkryptach zaczynały 
pojawiać się sekwencje z czterech różnych miejsc genu, 
ustalili, że do transkrypcji pierwszych 1770 kpz genu 
D M D  polimeraza RNA II potrzebuje 12 godzin. 
Przyjęli zatem, że czas wymagany do transkrypcji 
całego genu wynosi około 16 godzin. Wynika z tego, że 
szybkość wydłużania transkryptu genu D M D, tak jak  
innych genów, wynosi około 40 nukleotydów na 
sekundę, a więc jego transkrypcja zachodzi w typowy 
sposób. Wydajność tego procesu jednak wyraźnie 
maleje w kierunku 3’ genu, szczególnie w przedziale od 
1500 do 2200 kpz. W regionie tym często dochodzi do 
odłączenia lub zablokowania polimerazy. Przyczyną 
odłączenia lub zablokowania mogą być prom otory 
położone w tej części genu. Ponieważ prom otory

ilość
eksonów

7 9 - -

5'

16 godzin

Ryc. 3. K o t r a n s k ry p c y jn e  sk ładan ie  m R N A  dystrofiny.
T ra n s k ry p c ja  ca łego  genu D M D  trw a  16 godzin, w ycinanie  in t ro n ó w  zaczyna  się z an im  pow stan ie  pełnej wielkości  m R N A .

czas

fragment 
"niedojrzałego" mRNA

fragment 
"dojrzałego" mRNA

kompleks
transkrypcyjny

spliceosom

intron

ekson
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w intronie 55 i 62 są bardzo słabo aktywne w mięś
niach, mogą zawierać sekwencje wiążące represory 
transkrypcji lub inne czynniki utrudniające polimera- 
zie RNA II transkrypcję tego fragmentu.

D odatkow e badania wykazały, że wycinanie in- 
tronów z pre-mRNA dystrofiny rozpoczyna się zanim 
jeszcze transkrypcja zostanie zakończona (Ryc. 3). 
Zjawisko to znane było już u bezkręgowców. Jest to 
jednak pierwszy przykład kotranskrypcyjnego składa
nia m RN A  u kręgowców. Kotranskrypcyjne składanie 
mRN A  wydaje się być skutecznym sposobem zapew
niającym precyzyjne łączenie 79 eksonów położonych 
w dużej fizycznej odległości.

V. U w a g i końcow e

Występowanie izoform białek w wielu tkankach 
oraz na różnych etapach różnicowania komórkowego, 
tkankowego i funkcjonalnego jest zjawiskiem powsze
chnym. Olbrzymia różnorodność izoform powstaje 
w wyniku alternatywnego składania mRNA, które 
umożliwia modyfikację struktury białka wraz ze zmia
nami jakościowymi zachodzącymi w komórce. Izofor- 
my białka mogą być też produktam i ekspresji odręb
nych genów o podobnej budowie, ale różniących się 
rodzajem prom otora, a więc zdolnych do ekspresji 
w różnych tkankach. Występowanie w jednym genie 
kilku prom otorów  umożliwia wielokrotne wykorzys
tanie informacji genetycznej, k tóra jest tak modyfiko
wana, iż powstaje białko zmienione jedynie w części 
N-terminalnej. Wykorzystanie kilku prom otorów  oraz 
wiariantów alternatywnego składania zostało opisane 
dla wielu genów, jednak transkrypcja genu D M D  oraz 
składanie m RNA dystrofiny wydaje się być procesem 
dużo bardziej złożonym niż w przypadku jakiegokol
wiek innego znanego białka.

Złożona s truk tura  genu D M D  uniemożliwia jego 
ekspresję we wczesnej ontogenezie, kiedy komórki 
dzielą się w czasie krótszym niż wymagany do trans
krypcji całego genu. W iadom o jednak, iż część genu 
ulega ekspresji już w szybko dzielących się em brional
nych kom órkach macierzystych [43], W tym stadium 
rozwoju pojawia się tylko mRNA Dp71, który trans- 
krybowany jest ze stosunkowo niedużej części genu 
D M D . Dopiero później, podczas różnicowania się 
wyspecjalizowanych typów komórek, zaktywowane 
zostają prom otory  położone ponad 2000 kpz przed 
p rom otorem  G, umożliwiając powstawanie dystrofiny 
mięśni i mózgu.

M ożna przyjąć, iż podobne mechanizmy miały 
miejsce w trakcie ewolucji genu D M D . Pierwotnym, 
najstarszym produktem  u niższych organizmów mogło 
być białko podobne do Dp71, powstające z genu
0 typowej wielkości. Później ewolucja tego genu mogła 
przebiegać w kierunku uzyskiwania nowych eksonów
1 prom otorów , aż osiągnął swoją obecną wielkość 
i zdolność do kodowania wielu białek o różnej komór-

kowej specyficzności i biologicznych funkcjach.
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I. Wstęp

Rybosom jest kompleksem rybonukleoproteino- 
wym o średnicy ok. 25 nm, na którym zachodzi ostatni 
etap ekspresji informacji genetycznej zakodowanej 
w genach. Podczas transkrypcji informacja zawarta 
w sekwencji nukleotydowej DN A zostaje przepisana 
na kom plem entarną do niej sekwencję nukleotydową 
matrycowego RNA (mRNA). W procesie translacji 
zachodzącym na rybosomie informacja zawarta w łań
cuchu m RNA jest tłumaczona na sekwencję amino- 
kwasową białka. Rybosomy organizmów prokarioty-
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Tabela 1.
Skład  ry b o so m ó w

P ro k a r io t a E u k a r io ta

Rodzaj M a sa Liczba Rodzaj M a sa Liczba
sk ła dn ika cząs teczkow a nuk leo ty d ó w sk ła dn ika cząs teczkow a nuk leo ty d ó w

R y b o so m  70S 2,6 x 106 R ybosom  80S - 4 , 5  x 10ft

P o d je d n o s tk a  30S 0,9 x 106 P o d je d n o s tk a  40S -  1,5 x 106
r R N A  16S 0,55 x 106 -  1550 r R N A  18S 0,7 x 106 -  1900
21 b iałek (S I— S 2 1) ok. 32 b ia łka

P o d je d n o s tk a  50S 1,7 x 106 P o d je d n o s tk a  60S -  3,0 x 106
rR N A  23S 1,1 x 106 -  3200 rR N A  28S -  1,7 x 106 - 4 5 0 0
r R N a 4,0 x 106 120 rR N A  5,8S 5,0 x 104 158
34 b ia łk a  ( L I — L34) r R N A  5S 4,0 x 104 120

ok. 40 białek

cznych mają stałą sedymentacji 70S, natomiast te 
znajdujące się w cytoplazmie komórek eukariotycz
nych są większe — mają stałą sedymentacji 80S. Rybo- 
som składa się z dwóch podjednostek (por. Tab. 1), 
połączonych ze sobą w sposób odwracalny. Każda 
z nich zbudowana jest z RNA (rRNA) oraz z białek. 
Ponad połowę masy rybosomu stanowi RNA. Mniej
sza podjednostka bakteryjna 30S składa się z jednej 
cząsteczki rRNA o stałej sedymentacji 16S oraz 21 
różnych białek (podjednostka 40S składa się z jednego 
rRNA o stałej sedymentacji 18S i ok. 32 białek). 
Podjednostka 50S zbudowana jest z dwóch cząsteczek 
rRNA, 23S i 5S oraz z 34 białek (w skład podjednostki 
60S wchodzą trzy cząsteczki rRNA 5S, 5.8S, 28S i ok. 
40 białek). W tabeli 1 zestawiono białka i kwasy 
nukleinowe wchodzące w skład rybosomów.

Do 1974 r. rRNA był uważany za szkielet dla białek 
rybosomalnych [1], Od tego czasu wzrastała liczba 
doniesień świadczących o tym, że rRNA jest od
powiedzialny także za funkcje rybosomalne [2, 3],

Funkcjonalnie ważne fragmenty rybosomalnych kwa
sów nukleinowych są najczęściej zachowawcze, jedno- 
niciowe i eksponowane na powierzchni podjednostki. 
W pracy tej przedstawiamy wyniki badań, w których 
wykorzystuje się strategię antysensowych oligonuk- 
leotydów w analizie ekspozycji, funkcji i lokalizacji 
fragmentów rRNA na powierzchni podjednostek ry
bosomalnych.

Obecnie istnieje zgodność badaczy na temat ogólnej 
struktury i morfologii rybosomu E. coli. Model poka
zany na rycinie 1 jest powszechnie akceptowany [4], 
Mała podjednostka 30S składa się z dwóch nierów
nych części: wierzchołka (ang. head), który stanowi 1/3 
całości i podstawy (ang. base), (2/3 podjednostki). Duża 
podjednostka, podobnie jak mała, jest asymetryczna. 
Składa się ona z centralnej wypukłości (ang. central 
protuberance) i dwóch nierównych odstających części, 
nachylonych do centralnej wypukłości pod kątem ok. 
50°. Jedna z nich stanowi tzw. „słupek” (ang. stalk) 
składający się z kompleksu białek L7/L12.

wierzchołek
(head)

podstaw a
(b a se )

wierzchołek
(head)

szczelina
(cleft)

centralna wypukłość 
(central protuberance)

krawędź 
iririnp  ̂ dolina

centralna wypukłość 
(central protuberance)

słupek (stalk)

Ryc. 1. M orfo log ia  ry b o s o m u  z E. coli [4],
platforma
(platform)
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grzbiet
(ridge)

w ybrzuszenie
(bulge)

luka
(gap)

płat
(lobe)

b)

Za pomocą mikroskopu elektronowego określono 
morfologię rybosomów eukariotycznych [42], Kształt 
i opis podstawowych elementów struktury eukarioty
cznych podjednostek rybosomalnych w porównaniu 
z wyglądem podjednostek eubakteryjnych, archebak- 
teryjnych i bakterii siarkowych przedstawiono 
rycinie 2.

na

II. O gó ln y  zarys procesu elongacji łańcucha  
peptydow ego na rybosom ie

Efektywność i precyzja cyklu biosyntezy białka jest 
wynikiem prawidłowego współdziałania pomiędzy 
cząsteczkami różniącymi się nie tylko wielkością, ale 
i właściwościami fizykochemicznymi (kwasy nukleino
we różnego typu jak  rRNA, mRNA, tRNA oraz białka: 
rybosomalne i czynniki elongacyjne, jak również zwią
zki niskocząsteczkowe: aminokwasy, nukleotydy, jony 
nieorganiczne). N a  rybosomie, w trakcie elongacji 
łańcucha peptydowego mają miejsce zasadnicze proce
sy: (1) rozpoznanie mRNA — tRNA poprzez od
działywanie kodon-antykodon, (2) tworzenie wiązania 
peptydowego, (3) przesunięcie tRNA i mRNA wzdłuż 
rybosomu. Siła parowania trzech zasad jest bardzo 
mała i dlatego bez skomplikowanej struktury rybo
somu dokładność odczytu matrycy byłaby bardzo 
niska. M ożna spekulować, że dokładność odczytu 
zwiększyłaby się poprzez parowanie większej liczby 
zasad, ale spowodowałoby to jednocześnie zmniej
szenie szybkości odczytu. Rozwiązanie problemu szyb
kości i dokładności odczytu na rybosomie in vivo nie 
jest w pełni wyjaśnione, jest natomiast przedmiotem 
licznych prac eksperymentalnych jak i spekulacji [5, 6, 
40 i prace tam cytowane].

Ponad  trzydzieści lat temu W a t s o n  i C r i c k  
zaproponowali mechanizm biosyntezy peptydu na 
rybosomie postulujący istnienie dwóch miejsc: A — do

Ryc. 2. P o ró w n a n ie  ksz ta ł tu  (a) dużej  i (b) małej 
eukar io tyczne j  po d jed n o s tk i  ry bosom alne j  
z p o d je d n o s tk a m i  ry b o so m a ln y m i  bak ter i i  s ia
rkow ych , e ub ak te ry jn y m i  i a rch cb ak te ry jn y m i  
[42],
g) Cechy p od jednos tek  ry b o so m a ln y c h  b a k 
terii s ia rkow ych  n ieobecne w p o d je d n o s tk a c h  
eub ak te ry jn y ch  i a rchebak te ry jnych  
[§) C echy  p o d jed n o s te k  euka r io tycznych  n ieo 
becne w p o d je d n o s tk a c h  a rch eb ak te ry jn y ch  
i eubak te ry jnych .

którego przyłącza się kolejny AA-tRNA oraz 
P — w którym zlokalizowany jest P-tRNA [6], 

Zgodnie z tym modelem przyjmujemy, że związanie 
kolejnego AA-tRNA uwalnia deacylowany tRNA, 
natomiast na rybosomie stale znajduje się peptydylo- 
-tRNA. W tym modelu nie jest zdefiniowana w sposób 
jednoznaczny liczba tRNA obecnych jednocześnie na 
rybosomie.

Obecnie dyskutowane są modele, w których postu
luje się większą liczbę miejsc aktywnych na rybosomie 
i bardziej złożone mechanizmy translacji, w celu wyjaś
nienia precyzji i szybkości biosyntezy białka.

Zgodnie z allosterycznym trójmiejscowym modelem 
cyklu elongacyjnego (przedstawionym schematycznie 
na rycinie 3) na rybosomie znajdują się zawsze dwie 
cząsteczki tRNA [5]:
1) w stanie pretranslokacyjnym
■ tRNA niosący aminokwas (AA-tRNA) w fun

kcjonalnym miejscu A i tRNA z tworzonym łań
cuchem peptydowym (P-tRNA) w miejscu P.

2) w stanie potranslokacyjnym
■ P-tRNA w miejscu P i deacylowany (wolny) tRNA 

w miejscu E.
Główną cechą modelu trójmiejscowego jest wzajem

ne allosteryczne połączenie pomiędzy miejscami 
A i E na rybosomie. Jeżeli miejsce A jest obsadzone 
przez AA-tRNA to miejsce E posiada obniżone powi
nowactwo do deacylowego tRNA i odwrotnie deacylo
wany tRNA w miejscu E powoduje zmniejszone powi
nowactwo AA-tRNA do miejsca A. Zgodnie z podręcz
nikową definicją terminu allosterii zmiana struktury 
cząsteczki (w tym przypadku fragmentu rybosomu) 
powoduje zmianę powinowactwa do ligandu, czyli 
transferowanego RNA.

Stany pre- i potranslokacyjny rybosomu oddzielone 
są barierą energetyczną (ok. 90kJ/mol). Czynniki elon
gacyjne (w układzie prokariotycznym EF-Tu i EF-G,
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E P A

T

Ryc. 3. Allosteryczny t ró jm iejscow y m odel cyklu e longacy jnego  
b iosyn tezy  b ia łka

de a c y lo w a n y - tR N A  
a m in o a c y lo - tR N A  
p ep ty d y lo - tR N A  

G , T u  fak to ry  e longacy jne  
A miejsce A
E miejsce E
P  miejsce P

a w eukariotycznym E F - la  i EF-2) obniżając tę energię 
przyspieszają proces translacji. Czynniki spełniają też 
inną funkcję: określają kierunek reakcji. Czynnik elon- 
gacyjny EF-G (lub EF-2) przekształca stan pretrans- 
lokacyjny w potranslokacyjny, natomiast EF-Tu (lub 
E F - la )  potranslokacyjny w pretranslokacyjny [5], 
Czynniki elongacyjne są klasycznymi „białkami G ” 
wiążącymi GTP, o właściwościach GTP-azowych. 
Konformacja białka G, do którego przyłączony jest 
G T P , pozwala mu przyłączyć się do innej makrocząs
teczki lub większego kompleksu, katalizując reakcję 
w określonym kierunku. Po wykonaniu tej funkcji 
następuje hydroliza G T P  do G D P  i zmiana konfor
macji białka G, a w konsekwencji oddysocjowuje od 
makrocząsteczki lub kompleksu. W przypadku czyn
ników elongacyjnych kompleksem tym jest rybosom. 
Czynnik EF-G (lub EF-2), który przeprowadza rybo
som w stan potranslokacyjny, charakteryzujący się 
wyższym powinowactwem do G T P  niż do G D P. 
Dlatego po hydrolizie G T P  do G D P  i oddysocjowaniu 
kompleksu dwuskładnikowego E F -G * G D P  (lub EF- 
-2*G D P) od rybosomu, następuje spontaniczna za
m iana G D P  na GTP. Inaczej sytuacja przedstawia się 
w przypadku EF-Tu. Kompleks dwuskładnikowy EF- 
-T u*G T P  nie wiąże się do rybosomu. Czynnik EF-Tu 
dostarcza AA-tRNA do miejsca A na rybosomie. 
Analiza struktury kompleksu trójskładnikowego

wskazuje, że czynnik związany jest z AA-tRNA w pew
nej odległości od miejsca oddziaływania z antykodo- 
nem. Na podstawie tej obserwacji można przypusz
czać, że w procesie rozpoznania czynnik ten nie jest 
zaangażowany. O prawidłowym odczycie matrycy 
decyduje oddziaływanie kodonu (mRNA) z antykodo- 
nem (tRNA) poprzez parowanie pomiędzy zasadami 
kodonu i antykodonu (typu Watsona-Cricka). Po 
rozpoznaniu następuje związanie kompleksu z rybo- 
somem, a następnie hydroliza GTP. W konsekwencji 
zachodzi oddysocjowanie kompleksu dwuskładniko
wego EF-Tu*G D P, pozostawia rybosom w stanie 
pretranslokacyjnym, z AA-tRNA przyłączonym 
w miejscu A. W odróżnieniu od EF-G, powinowactwo 
zarówno G T P  jak i G D P  do EF-Tu jest duże. Spon
taniczna zamiana tych nukleotydów nie jest zatem 
możliwa. Obniżenie powinowactwa tych nukleotydów 
do czynnika EF-Tu zależy od czynnika EF-Ts. Tworzy 
on z EF-Tu tetramer: EF-Tu(EF-Ts)2EF-Tu, którego 
struktura krystaliczna została rozwiązana przez K a - 
w a s h i m ę [7], Sekwencja treonina-kwas asparagi- 
nowy-fenyloalanina-walina występuje we wszystkich 
czynnikach EF-Ts. Jej funkcja polega na obniżaniu 
powinowactwa nukleotydów (GTP, G D P) do czyn
nika. Równowaga przesunięta jest w kierunku tworze
nia kompleksu EF-Tu*G TP, będącego substratem dla 
kompleksu trójskładnikowego z AA-tRNA (AA- 
-tRNA*EF-Tu*GTP), który bierze udział w kolejnym 
cyklu translacji.

W badaniach polegających na określeniu charak
teru oddziaływań tRNA z rybosomem w miejscu A, 
P i E [8, 40, 41], uzyskano wyniki, które dają nowe 
światło na mechanizm cyklu elongacji biosyntezy 
białka. Wykonano syntezę cząsteczek tRNA zawiera
jących statystycznie rozmieszczone siarkowane grupy 
fosforowe przy każdym nukleotydzie A, G, C i U. 
Z wykorzystaniem tak modyfikowanych tRNA pro 
wadzono syntezę polifenyloalaniny. Po otrzymaniu 
funkcjonalnych kompleksów rybosomalnych stanu 
pre- i potranslokacyjnego trawiono je jodem  (I2). 
Niechronione, siarkowane grupy fosforowe były prze
cinane. Zaobserwowano całkowicie odmienny charak
ter oddziaływań Ac-Phe-tRNA z rybosomem w miejs
cu A i deacylowanego tRNA w miejscu P. Stwierdzono, 
że tRNA w miejscu E (ang. exit — wyjście) w stanie 
potranslokacyjnym (E t) oddziałuje z rybosomem 
w podobny sposób jak peptydylo-tRNA (P-tRNA) 
z miejscem P w stanie pretranslokacyjnym (Ppre). 
Natomiast P-tRNA zlokalizowany w miejscu P, w sta
nie potranslokacyjnym (Ppost) oddziałuje podobnie jak 
aminoacylo-tRNA (AA-tRNA) z miejscem A w stanie 
pretranslokacyjnym (Apre) [8], Istnieją zatem dwie 
ruchome domeny. Dom ena rybosomu, z którą od
działuje AA-tRNA w miejscu A w stanie pretrans
lokacyjnym została nazwana „domeną a ”. Domena 
rybosomu, z k tórą oddziałuje deacylowany tRNA 
w miejscu E w stanie potranslokacyjnym została 
nazwana „domeną e”. W regionie P w stanie pretrans-
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Ryc. 4. M ode l  a — e cyklu elongacji  p ro ce 
su b iosyntezy  b ia łka  [40, 41]

— am in o acy lo  tR N A  
deacy low any  tR N A

-  pep tydy lo  tR N A
E F -G ,  E F - T u -p ro k a r io ty c z n e  fak 
to ry  e longacyjne  
P, —  reszta  fo sfo ranow a 
G T P  —  g u a n o zyno t rzy fosfo ran  
G D P  —  g u a n o z y n o d w u fo s fo ra n  
Post  —  stan  p o t ran s lo k acy jn y  
Pre  —  stan  p re t rans lokacy jny

lokacyjnym znajduje się domena e, natomiast w stanie 
potranslokacyjnym domena a. Miejsca A, P i E są 
raczej regionami, w których w zależności od stanu 
translokacyjnego pojawiają się domeny ot i c. Do 
programowanych rybosomów mogą przyłączyć się 
maksymalnie trzy cząsteczki t RNA [9], Zatem na 
rybosomie znajdują się trzy miejsca wiązania tRNA; 
dwa o wysokim powinowactwie (ot i c, odpowiednio 
w regionie P i E) oraz trzecie o niskim („miejsce S” 
w regionie A). Miejsce 5 w regionie A może być 
nazwane centrum rozpoznania (ang. decoding centre). 
Na rybosomie w stanie potranslokacyjnym następuje 
w nim odczyt matrycy, czyli oddziaływanie kodonu 
(mRNA) z antykodonem (rRNA). Schemat ten przed
stawiony jest w sposób ideowy na rycinie 4 [wg 
N i e r h a u s a  (32, 33)].

III. D o stęp n o ść  rR N A  w strukturze ryboso
m ów  prokariotycznych

Właściwości katalityczne cząsteczek RNA zostały 
zaobserwowane po raz pierwszy w 1982 r. przez 
C e c h a  i ws p .  którzy wykazali, że intron genu 26S 
rRNA Tetrahymena thermophila samodzielnie wycina 
się z pre-rRNA po przyjęciu aktywnej konformacji 
[10], W 1983 r. wykazano, że aktywnym, katalitycz
nym składnikiem RNazy P jest RNA [11]. W następ
nych latach wiedza na temat katalitycznej aktywności 
RNA szybko się zwiększała. Dziś znanych jest już kilka 
odrębnych klas enzymów rybonukleinowych — rybo- 
zymów. Domeny katalityczne większości tych RNA 
tworzą strukturę przypominającą główkę młotka (ang. 
hammerhead ribozyme). Od kilku lat uważa się, że

właściwości katalityczne mogą mieć także cząsteczki 
RNA wchodzące w skład rybosomów.

Wzrastające zainteresowanie rybosomalnymi kw a
sami rybonukleinowymi zaowocowało zsekwencjono- 
waniem ponad 6000 rRNA klasy 16/18S [12], ok. 430 
klasy 26/28S rRNA [13] i ok. 1660 klasy 5S [43], Na 
podstawie wyników przeprowadzonej analizy kom 
puterowej tych sekwencji wskazuje się, że pewne 
fragmenty są zachowawcze. Można sądzić, że sekwen
cje te są szczególnie ważne, najprawdopodobniej mają 
istotne znaczenie funkcjonalne. Najczęściej stanowią 
one część centrum aktywnego na rybosomie lub bezpo
średnio oddziałują z innymi ligandami biorącymi 
udział w biosyntezie białka. Te elementy strukturalne 
są nie tylko zachowawcze, ale także jednoniciowe 
i eksponowane na powierzchni podjednostki [14], 
M ożna przypuszczać, że rybosomy, które posiadają 
mutacje w obrębie tych fragmentów nie są zdolne do 
prowadzenia biosyntezy białka. Dostępność tych funk
cjonalnie ważnych fragmentów rRNA w strukturze 
rybosomu była badana m.in. przez W. E. H i 11 a 
i w s p. za pomocą antysensowych oligonukleotydów 
[15]. Strategia antysensowa polega na oddziaływaniu 
ze sobą dwóch komplementarnych, przeciwbieżnych 
nici kwasu nukleinowego: nici kodującej jakąś infor
mację lub —  bardziej ogólne — „nici funkcjonalnej” 
oraz krótkiego fragmentu syntetycznego, o długości 
6-30 nukleotydów, komplementarnej do fragmentu 
strukturalnego o szczególnym znaczeniu, np. w regio
nie inicjatorowym mRNA. Ten krótki oligonukleotyd 
określony jako  antysensowy DNA (aDNA) hybrydy- 
zując do nici funkcjonalnej, blokuje funkcjonowanie 
długiej cząsteczki kwasu nukleinowego powodując
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zatrzymanie jakiegoś procesu, np. translacji.
Do swych badań grupa H i 11 a wykorzystała oligo- 

nukleotydy składające się w większości z sześciu 
nukleotydów, gdyż krótsze sondy nie tworzyły trw a
łych dupleksów, natomiast dłuższe nie oddziaływały 
specyficznie z rRNA.

Funkcjonalne i eksponowane w strukturze rybo- 
somu fragmenty rRNA są praw dopodobnie narażone 
na działanie RNaz. Muszą być zatem w jakiś sposób 
chronione przed ich działaniem poprzez oddziaływa
nie z białkiem lub fragmentem rRNA. Średnica więk
szości molekuł RNaz wynosi ok. 2,5 nm. Być może 
rybosomalny RNA jest w ograniczonym stopniu eks
ponowany na powierzchni podjednostki, tak aby um o
żliwić oddziaływanie z ligandami biorącymi udział 
w biosyntezie (tRNA, mRNA), a jednocześnie uniemo
żliwić kontakt z RNazami. Wyniki eksperymentów 
przeprowadzonych przez H i 11 a i w s p. wskazują na 
słuszność takiej koncepcji. N a  powierzchni podjednos- 
tek rybosomalnych dostępne dla antysensowych oligo- 
nukleotydów są bowiem tylko bardzo krótkie frag
menty rRNA. Ich wielkość wynosi od 5 do 10 nu k 
leotydów. Według tych badaczy fragment 1542-1537 
dużego rybosomalnego RNA (L-rRNA) rybosomu 
prokariotycznego jest w całości dostępny dla oligo- 
nukleotydów. Region ten zawiera sekwencję anty- 
-Shine-Dalegarno. Do pewnego stopnia dostępny jest 
także region zawierający zasady 1492-1507 L-rRNA. 
Należy zaznaczyć, że poziom hybrydyzacji zależy od

DO' DO
(a) (b)

(c)

Ryc. 5. L oka l izac ja  w y b ran y ch  f ra g m e n tó w  r R N A  na pow ierzchn i  
dużej j e d n o s tk i  r y b o so m aln e j  50S (p o d je d n o s tk ę  p r z e d 
s ta w io n o  w dw ó ch  rzu tach  o b ró c o n y c h  względem  siebie 
o 90°)
a) O —  lokalizac ja  n u k le o ty d ó w  A39 i U 40  5S rR N A ; 
O —  k o ń c a  3' 5S rR N A ,
b) O —  lokalizacja  d o m e n y  a-sa rcyny ,
c) O —  lokalizacja  reg ionu  transfe razy  pep tydy low ej.  
Z a o b s e r w o w a n o  s to s u n k o w o  wysoki p o z io m  hybrydyzacj i  
o l ig o n u k le o ty d ó w  k o m p le m e n ta r n y c h  d o  f ragm en tu  
801-811 w 23S rR N A . O d c in e k  t r ó jn u k le o ty d o w y  od 807 do  
809 tego f ragm en tu  n a jp r a w d o p o d o b n ie j  oddz ia łu je  z k o ń 
cem  3' tR N A  [16], W y k a z a n o  za p o m o c ą  techn ik i  w iązan ia  
krzyżow ego , że f ragm en t  r R N A  z n a jd u je  się w bliskim 
sąsiedztwie centralnej  d o m e n y  V 23S rR N A .  S tanow i o n a  
reg ion  t ransferazy pep tydy low ej ,  czyli c e n t ru m  ka ta l i ty cz 
nego  o d p o w iedz ia lnego  za  syntezę  w iązan ia  p ep tydow ego .  
Loka l izac ja  tego f rag m en tu  rR N A  w s t ru k tu rz e  ry b o so m u  
p rz e d s ta w io n a  jes t  na  rycinie 5 (wg p ra c  zespo łu  B r i m a -  
c o m  b e, [17]).

sposobu otrzymania podjednostek; oznacza to, że 
mają one różne konformacje. Najprawdopodobniej 
wspomniany region bierze udział w oddziaływaniu 
rybosomu z kompleksem faktora inicjatorowego 1F-3 
z mRNA. Region 1393-1407 L-rRNA, to tzw. decoding 
region — region dekodujący, jest najdłuższym konser
watywnym, jednoniciowym regionem 16 S rRNA. 
Wyniki hybrydyzacji wskazują, że tylko fragment 
1398-1403 jest dostępny dla oligonukleotydów. K om 
pleks m R N A -Phe-tR N A phe współzawodniczy ze wspo
mnianymi oligonukleotydami o wiązanie do tego 
fragmentu rRNA. [17, 20]

Domena alfa sarcyny to bardzo specyficzny i chara
kterystyczny element strukturalny rybosomu. Jest to 
zachowawczy fragment 23S rRNA od nukleotydu 2654 
do 2667, znajdujący się w domenie V dużej cząsteczki 
kwasu rybosomalnego. Fragment ten jest dostępny dla 
toksyny oc-sarcyny, która przecina 23S rRNA za gua- 
nozyną w pozycji 2661 [G2661] [18]. Możliwa jest 
hybrydyzacja oligonukleotydów różnej długości o sek
wencji komplementarnej do tej domeny, co powoduje 
jej osłonięcie przed atakiem hydrolitycznym tej rybo- 
nukleazy. Natomiast nie zaobserwowano inhibicji ak 
tywności rybosomów po hybrydyzacji tych oligonuk
leotydów, co autorzy interpretują zmianami konfor- 
macyjnymi tej domeny w czasie cyklu elongacji biosyn
tezy białka [19].

5S rRNA jest najmniejszym kwasem rRNA rybo
somu. Znajduje się w centralnej wypukłości dużej 
podjednostki rybosomalnej. Za pomocą mikroskopii 
elektronowej połączonej z metodami immunologicz
nymi zlokalizowano nukleotydy A 39 i U 40 tego kwasu 
na powierzchni centralnej wypukłości po stronie pod
jednostki 30S [21], natomiast jego koniec 3’ po 
cytoplazmatycznej stronie podjednostki [22] (por. 
Ryc. 5). Z danych literaturowych wynika, że w struk
turze rybosomu 70S pewne nukleotydy 5S rRNA są 
dostępne dla chemicznej modyfikacji. W przeprowa
dzonych przez nas eksperymentach uzyskaliśmy wyni
ki, które wskazują, że w układzie prokariotycznym jeśli 
ma miejsce hipotetyczne oddziaływanie pętli T T C G  
cząsteczki tRNA z fragmentem C G G A  pętli „C” 
cząsteczki 5S rRNA — to nie jest ono zasadnicze dla 
procesu translacji [23-25 i dane własne].

Hybrydyzacja DNA w połączeniu z mikroskopią 
elektronową jest użyteczną metodą lokalizacji frag
mentów rRNA [27, 28, 31, 32], Syntetyczne oligonuk- 
leotydy z przyłączoną biotyną hybrydyzują do kom 
plementarnych fragmentów rRNA, a następnie mogą 
być zlokalizowane za pomocą mikroskopii elektro
nowej. Zlokalizowano w ten sposób fragmenty stano
wiące rybosomalne miejsce P. (por. Ryc. 6).

IV . D o stęp n o ść  rR N A  w strukturze ryboso
m ów  eukariotycznych

W odróżnieniu od danych dla rybosomów prokario- 
tycznych informacje dotyczące struktury i funkcji
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V

Fragment 1534-1542

Ryc. 6. L oka l izac ja  f ra g m e n tó w  16S r R N A  (zaciem nione elementy) w s t ru k tu rze  malej  
p o d jed n o s tk i  r y b o s o m ó w  z E. coli.
N a  ry su n k u  p r z e d s ta w io n o  d w a  rzu ty  małej  pod jed n o s tk i  w celu z o b 
ra z o w a n ia  przes trzenne j  lokalizacji  f rag m en tó w  16S rR N A .

rybosomalnych kwasów nukleinowych rybosomów 
eukariotycznych są znacznie bardziej ograniczone 
i mniej jednoznaczne. W tabeli 1 podano, że w skład 
rybosomów eukariotycznych wchodzą cztery kwasy 
rybonukleinowe 5S rRNA, 5,8S rRNA, 18S rRNA 
i 26-28S rRNA. Wykorzystując strategię antysenso- 
wych oligonukleotydów wskazano, że zachowawczy 
fragment 18S rR N A  S. cereuisiae odpowiadający frag
mentowi 1392-1407 16S rRNA z E. coli został zlokali
zowany w tym samym obszarze na powierzchni małej 
podjednostki rybosomalnej co wspomniany fragment

16S rRN A z E. coli, tzn. na wysokości „karku”, obok 
„szczeliny” tejże podjednostki (Ryc. 7) [27], Z achow a
wczość struktury i lokalizacji tego fragmentu rybo- 
somalnego kwasu nukleinowego małej podjednostki 
sugeruje jego funkcjonalne znaczenie w strukturze 
rybosomu.

Jeśli chodzi o 5,8S rRNA to wykazano, że pewne 
jego fragmenty mogą być eksponowane na powierz
chni podjednostki i być może są zaangażowane w p ro 
cesie biosyntezy białka. Wykazano także, że oligonuk- 
leotyd o sekwencji komplementarnej do fragmentu
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(a) (b)

Ryc. 7. a) L oka l izac ja  3' k o ń c a  16S rR N A  (zacieniony obszar)  
w s t ru k tu rz e  małej  p o d jed n o s tk i  r y b o so m ó w  E. coli;
b) L oka l izac ja  3' k o ń c a  18S rR N A  (zacieniony obszar)  
w' s t ru k tu rz e  małej pod jed n o s tk i  r y b o so m ó w  z zarodków' 
pszenicy [33],

103-114 5,8S rRNA z zarodków pszenicy hamuje 
biosyntezę białka do poziomu około 55%, co wskazu
je, że w trakcie biosyntezy białka ten fragment rRNA 
jest eksponowany na powierzchni podjednostki [34], 

Zarów no w układzie prokariotycznym, jak i euka
riotycznym translokacja katalizowana przez czynnik 
elongacyjny EF-2 jest ham owana przez toksynę a-sar- 
cynę, k tóra  przecina specyficznie 28S rRNA Xenopus 
za guaniną w pozycji 3733 [G3733], Biosyntezę białka 
hamują również oligonukleotydy o sekwencji kom 
plementarnej do domeny oc-sarcyny (tzn. do fragmentu 
3719-3744 w 28S rRNA u Xenopus  (eukariota). N aj
wyższy efekt inhibitorowy wykazuje oligonukleotyd 
całkowicie zakrywający pętlę tej domeny [35].

Tabela 2.
P o z io m  hybrydyzacji  a - D N A  k o m p le m e n ta rn y c h  do  d o m e n y  oc-sar- 
cyny

F ra g m e n ty  28S r R N A  w s t ru k tu rze  d o m e n y  oc-sar- 
cyny, d o  k tó rych  h y b ry d y z o w a n o  a - D N A

Hybrydyzacja
%

3024— 3039 47
3024— 3038 37
3024— 3037 15

Efekt inhibitorowy oligonukleotydów komplemen
tarnych do domeny oc-sarcyny wykazaliśmy również 
w naszych pracach przeprowadzonych z rybosomami

z łubinu żółtego (Lupinus luteus). Spośród kilkudziesię
ciu testowanych przez nas oligonukleotydów (10-16 
mery) komplementarnych do domeny ot-sarcyny 
w strukturze rybosomów z łubinu, najwyższy poziom 
hybrydyzacji wykazywały sondy komplementarne do 
końca 3' tej domeny. Poziom inibicji procesu wiązania 
Phe-tRNA do rybosomu był proporcjonalny do pozio
mu hybrydyzacji tych oligonukleotydów [36, 37],

Spośród kilku oligonukleotydów (8-10 mery) o sek
wencji komplementarnej do różnych jednoniciowych 
fragmentów 5S rRNA najwyższy poziom hybrydyzacji 
do rRNA w strukturze rybosomów z łubinu żółtego 
(Lupinus luteus), a w konsekwencji najwyższą inhibicję 
procesu wiązania Phe-tRNA do rybosomu i polimery
zacji poly[Phe] wykazywały sondy komplementarne 
do pętli „C” tej cząsteczki. Najwyższą wartość hyb
rydyzacji obserwowaliśmy w przypadku 8-meru (60% 
hybrydyzacji), a najmniejszą w przypadku 10-meru 
(30% hybrydyzacji) [38] (por. Tab. 3).

W stanie pre- i potranslokacyjnym rybosomu 
dwóch zasadniczych formach konformacyjnych 

rybosomu w trakcie biosyntezy łańcucha polipeptydo- 
wego — dostępność pętli „C” 5S rRNA jest zróż
nicowana. Wykonaliśmy enzymatyczną konwersję ry
bosomu (stosując oczyszczone czynniki EF-1 i EF-2) 
do stanu pre- i potranslokacyjnego. Poziom hyb
rydyzacji oligonukleotydu komplementarnego do pętli 
„C” 5S rRNA w strukturze rybosomu w stanie pre- 
i potranslokacyjnym wynosił odpowiednio 73 i 17%. 
5-krotna różnica świadczy o bardzo znacznej zmianie 
konformacji tego fragmentu struktury 5S rRNA w tra 
kcie procesu biosyntezy białka [39],

V. U w agi końcow e

Jedyną znaną funkcją rybosomów wszystkich ży
wych organizmów jest biosynteza białka. Na rybo
somach dochodzi do rozpoznania m RNA-tRNA po
przez oddziaływanie kodon-antykodon, utworzenia 
kolejnego wiązania peptydowego, przesunięcia tRNA 
i mRNA wzdłuż rybosomu. Ten skomplikowany, 
wieloetapowy proces jest koordynowany i katalizowa
ny przez złożoną strukturę rybosomu składającą się 
z białek i kwasów nukleinowych. Oba komponenty są 
funkcjonalne i aktywne. Wspólne cechy rybosomów

Tabela 3.
Poziom  hybrydyzacji  a - D N A  k o m p le m e n ta rn y c h  do  pętli ,,C’ 
ak ty w n o ść  ry b o so m ó w

5S rR N A  i ich wpływ na

F ra g m e n ty  5S rR N A  do  
k tó ry ch  h y b ry d y z o w a n o  

a - D N A

H ybrydyzac ja

(%)

Inhibic ja  w iązan ia  
P h e - tR N A  do  ry b o so m u

(%)

Inhibic ja  syntezy 
poly( Phe)

(%)

37— 46 30 30 60

38— 46 37 39 68

37— 45 42 44 75

38— 45 60 50 88
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znajdują swe odbicie w podobieństwie strukturalnej 
organizacji rybosomów. Wszystkie rybosomy składają 
się z dwóch nierównych podjednostek (Ryc. 1 i 2), które 
są niezbędne dla przeprowadzenia biosyntezy białka. 
Różnorodność związana ze źródłem pochodzenia ry
bosomów nie ma znaczenia dla funkcji tej organelli 
komórkowej.

Strategia antysensowych oligonukleotydów jest 
skutecznym narzędziem w celu określenia lokalizacji 
dostępności i funkcji rRNA w strukturze rybosomów. 
Na podstawie uzyskanych wyników wnioskujemy, że 
zachowawcze fragmenty rRNA są najczęściej ekspono
wane na powierzchni podjednostek; znajdują się one 
w funkcjonalnie ważnych obszarach rybosomu — za
zwyczaj w szczelinie pomiędzy podjednostkami, a za
tem w obszarze, gdzie przebiegają wspomniane etapy 
biosyntezy białka. Porównanie lokalizacji zachowaw
czych fragmentów w strukturze rybosomów różnych 
gatunków wskazuje, że odpowiadające sobie domeny 
znajdują się w tych samych lub zbliżonych obszarach 
podjednostek rybosomalnych.

Artykuł otrzymano 6 czerwca 1997 r.
Zaakceptowano do druku 5 stycznia 1998 r.
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Małe proteoglikany śródmiąższowe —  genetyczne różnice 
i podobieństwa

Small interstitial proteoglycans — genetic differences and 
similarities

RA FA Ł B O B IŃ S K I1, 
K R YSTY N A  O L C Z Y K 2, 
EW A K R Z Y Ż O W S K A -B O B IŃ S K A 3
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Wykaz stosowanych skrótów: PG proteoglikany; GAG
— glikozoaminoglikany; MPŚ — male proteoglikany śród

miąższowe; LM lumikan; FM  — fibromodulina; DE
— dekoryna; B1 — biglikan; API (ang. activator protein 1) 

białko aktywatorowe 1; AP2 (ang. activator protein 2) 
białko aktywatorowe 2; AP3 (ang. activator protein 3) 
białko aktywatorowe 3; N F -kB (ang. nuclear factor o f

kappa chain B cells) — czynnik transkrypcyjny łańcuchów 
kappa  limfocytów B; T N F -a  (ang. tumor necrosis factor)
—  czynnik martwiczy nowotworów; Spl — czynnik trans
krypcyjny; IL6 — interleukina 6; TGF-(3 (ang. transforming 
growth fac to r) — transformujący czynnik wzrostowy; pz
— pary zasad; kpz — tysiąc par zasad.

I. Wstęp

Proteoglikany (PG) są heterogenną grupą gliko- 
protein, zbudowanych z białka rdzeniowego, do k tóre
go przyłączony jest łańcuch lub łańcuchy glikozoamino- 
glikanowe. Glikozoaminoglikany (GAG), są — z kolei
—  liniowymi, nierozgałęzionymi heteropolisacharyda- 
mi, zbudowanymi z powtarzających się disacharydo- 
wych jednostek, złożonych z N-acetylowanej heksozo- 
aminy, związanej wiązaniem glikozydowym z kwasem 
heksuronowym bądź galaktozą [1, 2]. Obydwie skła
dowe odgrywają ważną rolę w oddziaływaniach tych 
m akrom olekuł z otaczającymi je cząsteczkami. Jest to 
związane z silnie anionowym charakterem glikozoami- 
noglikanów [3], oraz bardzo zróżnicowaną budową

1 M gr,2 prof., K atedrą  i Zakład Chemii Klinicznej i Diagnos
tyki Laboratoryjnej, Śląska Akademia Medyczna, ul. Jagiel
lońska 4, 41-200 Sosnowiec, 3mgr, Samodzielna Pracownia 
Mikrobiologii,  Szpital Górniczy, 41-200 Sosnowiec

białek rdzeniowych [3, 4], Dzięki swoim właściwoś
ciom, proteoglikany wpływają na organizację macie
rzy pozakomórkowej. Biorą udział we wzajemnym 
oddziaływaniu komórek [4-6], a także oddziałują 
z czynnikami wzrostowymi, regulując tym samym 
szereg procesów biochemicznych [7-10]. Proteoglika
ny produkowane są przez wszystkie komórki zwierzę
ce, z których są albo wydzielane do przestrzeni poza
komórkowej [ 11 -15] albo stanowią integralny element 
błony komórkowej (tzw. proteoglikany transmemb- 
ranowe) [16-26].

Małe proteoglikany śródmiąższowe (MPŚ) okreś
lane także jako małe proteoglikany bogatoleucylowe, 
są — mimo genetycznych różnic, blisko spokrewnione 
strukturalnie [3, 27, 28]. W skład tej grupy wchodzi 
pięć proteoglikanów: dekoryna, biglikan, fibromoduli
na, lumikan oraz — najsłabiej poznany i scharak
teryzowany — epifikan [3]. Związki te podzielono na 
dwie podgrupy, zależnie od rodzaju przyłączonego 
łańcucha glikozoaminoglikanowego. Do pierwszej 
z nich należą PG keratanowe, do drugiej, chondro
ityno/dermatanowe [3].

II. Budow a białek rdzeniow ych

Pomimo niewielkich różnic, które będą opisane 
w kolejnych rozdziałach, białko rdzeniowe M PŚ zbu
dowane jest bardzo podobnie (Ryc. 1). W jego skład 
wchodzi 10 regionów bogatych w leucynę [3, 28, 29, 
30], z których każdy zawiera 11 aminokwasową 
sekwencję o dużej konserwatywności rozmieszczenia
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^  - D o m e n a  boga to leu cy lo w a  

- D o m e n a  b o g a tocys te i low a

f  - Ł a ń c u c h  c h ondro i tyno /  
d e rm a ta n o -s ia rc z a n c n w

T  - Ł a ń c u c h  o l igosac ha rydow y  

- S ia rczan o w an a  tyrozyna 

f  - Ł a ń cu ch  kera tan o -s ia rczan o w y

Ryc. 1. B u d o w a  m a łych  p ro teo g l ik a n ó w  
ś ródm iąższow ych .  N a  ry su n k u  wi
d o czne  są o b sz a ry  b oga to leucy lo -  
we o ra z  boga tocys te i low e ,  a także  
miejsca przy łączen ia  ł a ń cu ch ó w  
g l ik o z o a m in o g l ik a n o w y c h  i ł a ń 
cu c h ó w  o l igosac harydow yc h .

reszt leucyny. Uszeregowanie reszt aminokwasowych 
przybiera następującą postać: LXXLXLXXNXL,
gdzie L określa leucynę, N  jest asparaginą, natomiast 
X — jest dowolnym aminokwasem [29]. Całość, czyli 
dziesięć w/w regionów tworzy domenę centralną, która 
otoczona jest z obu stron obszarami obfitującymi 
w cysteinę. W sumie jest sześć obszarów bogatocys- 
teilowych, z których cztery znajdują się na końcu 
aminowym, natomiast dwa na końcu karboksylowym 
białka rdzeniowego (Ryc. 1). Każdy obszar N-koń- 
cowego regionu zbudowany jest z kilkunastu reszt 
aminokwasowych o następującej sekwencji: C X 2_ 3 
C X CX6_ 8C, gdzie C jest cysteiną a X dowolnym 
aminokwasem, zaś obszary C-końcowego regionu bia
łka rdzeniowego o konserwatywnie rozmieszczonych

resztach cysteiny, składają się z liczącej około 35 
aminokwasów sekwencji: F C X 15 _ 16LX2N X 12 _ 13C, 
gdzie C jest cysteiną, F  — fenyloalaniną, natomiast 
X — dowolnym aminokwasem [3]. Reszty cysteilowe 
połączone są ze sobą mostkiem dwusiarczkowym, 
tworząc charakterystyczną pętlę [3, 31]. Kolejną, 
wspólną cechą M PŚ jest ułożenie przestrzenne białka 
rdzeniowego, przypominające kształtem podkowę 
(Ryc. 2) [3, 34], Cecha ta wynika z występowania 
hydrofobowej domeny centralnej, która charakteryzu
je się naprzemiennym ułożeniem struktury a-helikalnej 
i tzw. struktury dywanowej (fi-sheet) [3, 32-34]. Od 
zamieszczonego powyżej opisu struktury białek rdze
niowych odbiega nieco epifikan, którego domena 
centralna zbudow ana jest nie z dziesięciu, lecz z ośmiu
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Ryc. 2. D w u w y m ia ro w y  sc h em at  s t r u k tu ry  b ia łka  rdzen iow ego  
m ałych p ro teo g l ik a n ó w  ś ródm iąższow ych .  Literą  „S” o z n a 
czono  m ostk i  dw us ia rczkow e.  P o g ru b io n ą  linią z a z n a c z o 
no cen tra lną ,  b o g a to leu cy lo w ą  część b ia łka  rdzen iow ego .

powtórzeń bogatoleucylowych (Ryc. 1). Brak w litera
turze informacji na temat struktury genu kodującego 
białko rdzeniowe dla epifikanu, uniemożliwił bliższą 
charakterystykę tego proteoglikanu w niniejszej pu b 
likacji.

III. P roteog lik an y  keratanow e

III-I. Lumikan (LM )

Najodpowiedniejszym materiałem do badań nad 
s trukturą i funkcją lumikanu (LM) jest rogówka oka, 
ponieważ ten PG jest jednym z głównych składników 
wymienionej tkanki [29, 35, 36, 38]. Lumikan reguluje 
przeźroczystość rogówki, wpływając na średnicę włó
kien kolagenowych i na odległości pomiędzy nimi [29], 
Badania wskazują, iż część białkowa lumikanu hamuje 
powiększanie się średnicy włókien kolagenowych, n a 
tomiast hydrofilowe łańcuchy GAG, ściągając wodę 
do przestrzeni międzywłókienkowej, przyczyniają się 
do zachowania odległość między tymi strukturami 
[29], Łańcuchy GA G lumikanu mogą istnieć w formie 
niesiarczanowanej, jednak w miarę dojrzewania mole
kuły, polilaktozoaminowe łańcuchy boczne domeny 
centralnej ulegają siarczanowaniu i przekształcają się 
w łańcuchy keratano-siarczanowe [28]. Stopień siar
czanowania łańcuchów glikanowych zależny jest także 
od tkanki, w której się on znajduje. Zasadniczo, 
lumikan istnieje w dwóch formach, uwzględniających 
jego umiejscowienie. Pierwsza z wymienionych form 
jest formą bogatosiarczanowaną i znajduje się w rogó
wce, natomiast druga, ubogosiarczanowana, występu
je w pozostałych tkankach [30].

D om ena centralna białka rdzeniowego LM posiada 
cztery reszty asparaginy wiążące łańcuchy siarczanu

keratanu (KS) wiązaniem N-glikozydowym, w pozycji 
91, 130, 164, 257 białka rdzeniowego [35], Piąty 
łańcuch KS wiązany jest przez asparaginę poza ob
szarem centralnym, w pozycji 320 [35], Charakterys
tyczną cechą bieguna aminowego jest obecność ujem
nie naładowanej strefy, bogatej w reszty siarczanowa
nej tyrozyny, dzięki którym LM może oddziaływać 
z dodatnio naładowanymi cząsteczkami macierzy po- 
zakomórkowej oraz białkami powierzchniowymi ko
mórek (Ryc. 1) [3],

Stosując technikę hybrydyzacji in situ, z wykorzys
taniem znakowanej fluorescencyjnie sondy molekular
nej, ustalono dokładnie położenie genu kodującego 
białko rdzeniowe ludzkiego lumikanu. Gen ten znaj
duje się w długim ramieniu chromosomu 12, (locus 12q 
21.3-q22) [29, 37], Zbudowany jest on z 7500 par zasad 
i należy do najmniejszych genów kodujących białko 
rdzeniowe małych proteoglikanów śródmiąższowych 
[29] (Tab. 1 i Ryc. 3). Jego budowa jest stosunkowo 
prosta, składa się on bowiem z 3 eksonów i 2 intronów. 
Sekwencje niekodujące zajmują aż 5700 pz, z czego 
pierwszy intron posiada 2200 pz, a drugi 3500 pz. 
Pierwszy intron rozdziela eksony I i II, dzieląc także 
sekwencję dojrzałego mRNA pomiędzy 59 a 60 pz. 
Natomiast, między 942 a 943 zasadą kodującej nici leży 
drugi, większy intron [28]. Część kodująca rozmiesz
czona jest na trzech eksonach, z których pierwszy, 
licząc od końca 5’ mRNA posiada 59 nukleotydów, 
natomiast dwa następne zbudowane są kolejno z 882 
i 786 pz. Sekwencja pierwszego eksonu nie ulega 
translacji, drugiego w większości jest kodująca, z wyją
tkiem pierwszych 21 pz na jego końcu 5’. Miejsce 
połączenia pierwszych dwóch eksonów leży więc poza 
obszarem kodującym [28]. Ostatni ekson niesie dalszą 
część informacji o białku rdzeniowym, która zaczynała 
się na eksonie sąsiednim. Po wycięciu intronów, 
mRNA składa się z 1792 pz. Na jego końcu 5’ leży 80 
nukleotydowa sekwencja niekodująca. Z kolei, dalsze 
1014 pz zajmuje otwarta ramka odczytu, k tóra koduje 
338 aminokwasów. Niekodujący koniec 3’ mRNA 
zbudowany jest z 618 pz, które zakończone są 18 
nukleotydową sekwencją poli A. Punkt połączenia 
między II i III eksonem znajduje się w części kodującej, 
dzieląc otwartą ramkę odczytu w miejscu kodonu 
lizyny (AAG). Pierwszy nukleotyd tego kodonu leży na 
drugim eksonie, natomiast dwa pozostałe — na trze
cim. Rozdział sekwencji kodującej następuje więc 
pomiędzy pierwszym a drugim nukleotydem, co stano
wi pierwszą fazę kodonu [28, 29].

III-2. Fibromodulina (FM )

Początkowo nazywano ten proteoglikan białkiem 
macierzy 59 kD a (59 kD a matrix protein) [3]. Obecnie 
określany jest on w literaturze mianem fibromoduliny 
(FM) [31], Podobnie jak lumikan, FM  jest proteog- i  

likanem keratanowym, rozpowszechnionym w tkance | 
łącznej [39], Razem z dekoryną i lumikanem, reguluje
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T abela 1.
C h a ra k te ry s ty k a  sekwencji in t ro n o w y c h  i ek so n o w y ch  o raz  faz k o d o n ó w  w genach  k odu jących  b ia łka  rdzeniowe 
dla  m ałych  p ro te o g l ik a n ó w  śródm iąższow ych .  LM  —  lu m ik a n ,  F M  —  f ib rom odu lina ,  D E  —  dekoryna ,  
BI —  biglikan

G en
W ielkość  ek so n u

(pz)

W ielkość  in t ro n u  
(pz) F a z a  k o d o n u

Miejsce łączenia 
n a  nici białkowej

I 59 1 2200 — —

LM II 882 2 3500 0 —

III 786 3 — — —

I 52 1 1500 — —

F M II 983 2 5000 I 314-Liz.

III 1500 3 — — —

la 78 1 >  13200 — —

Ib 80 2 800 — —

II 244 3 >  5700 I 41-Gli

III 113 4 >  2700 0 78-His/Ala

D E IV 214 5 -  1200 I 150-Glu

V 114 6 >  3200 I 188-Gli

VI 94 7 1300 II 219-Liz

VII 139 8 5400 0 265 -G ln /W al

VIII 1285 — — —

1 138 1 ~  1200 — —

II 238 2 367 I —

III 113 3 511 0 —

BI IV 214 4 450 1 —

V 111 5 190 I —

VI 94 6 122 II —

VII 139 7 -  1510 0 —

VIII 2210 — — —

on fibrylogenezę kolagenu typu I i II, poprzez ham o
wanie wzrostu włókien kolagenowych. We wspomnia
nym procesie uczestniczy zarówno część białkowa jak 
i glikanowa FM  [40], Dotychczas dobrze scharak
teryzowano sekwencję FM  człowieka, wołu, myszy 
i kury [28, 41-43]. Różnice w sekwencji aminokwaso- 
wej F M  pomiędzy gatunkiem ludzkim a pozostałymi, 
wymienionymi gatunkami zwierząt są stosunkowo 
niewielkie. We wszystkich przypadkach podobieństwo 
sekwencji waha się w granicach 80-90% [28, 39, 
41-43],

Białko rdzeniowe FM, o masie 42 kDa, jest naj
większym z białek w grupie MPŚ. Z uwagi na wy
stępowanie obszaru bogatego w reszty siarczanowanej 
tyrozyny, oraz przyłączanie łańcuchów KS, białko to 
upodabnia  się do białka rdzeniowego lumikanu [44].

Różnice pomiędzy obydwoma wymienionymi PG d o 
tyczą w zasadzie tylko wielkości ich cząsteczek oraz 
rozmieszczenia łańcuchów glikozoaminoglikanowych 
(Ryc. 1) [28, 44], Do reszt asparaginy białka rdzenio
wego fibromoduliny przyłączone są w pozycji 109, 147, 
182, 272 domeny centralnej oraz poza nią w pozycji 
307 łańcuchy G A G  przez wiązanie N-glikozydowe 
[31, 35],

Gen kodujący białko rdzeniowe FM  zbudowany jest 
z 8500 pz i znajduje się na długim ramieniu chrom o
somu 1 (locus lq32) [44, 45], W skład genu wchodzą 

licząc od końca 5’ DNA dwa introny, zawierające 
odpowiednio — 1500 pz, i 5000 pz, oraz trzy eksony, 
z których pierwszy posiada 52 pz, kolejny 983 pz 
natom iast trzeci — 1500 pz (Tab. 1) [46], Pierwotny 
transkrypt, po wycięciu intronów, zmniejsza się do
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wielkości 2500 pz, z których 1128 pz stanowi otwartą 
ramkę odczytu, kodującą 376 aminokwasów. N a pier
wszym eksonie zapisana jest sekwencja niekodująca, 
natomiast dwa pozostałe dzielą między siebie informa
cję o białku rdzeniowym [46], Pierwsza zasada kodo- 
nu inicjującego ATG znajduje się na piątym miejscu 
w sekwencji drugiego eksonu, licząc od końca 5’ 
mRNA. Ekson drugi koduje 326 aminokwasów, z k tó 
rych pierwszych 18 stanowi peptyd sygnałowy. Z kolei, 
ekson III obejmuje 50 aminokwasów C-końcowego 
fragmentu białka rdzeniowego FM  oraz nie ulegającą 
translacji sekwencję na końcu 3’ mRNA [46], W przy
padku FM  — jak wcześniej wspomniano — pierwszy 
nukleotyd kodonu inicjującego jest zarazem czwartym 
nukleotydem drugiego eksonu, natomiast w lumikanie 
—  ta odległość wzrasta do 21 pz. Odległość pomiędzy 
końcem 3’ drugiego intronu a kodonem terminującym, 
w genie kodującym białko rdzeniowe FM, wynosi 150 
pz. Ten sam odcinek w lumikanie jest równy 152 pz. 
In tron II dzieli ekson II i III pomiędzy oddzielnymi 
kodonami(faza 0 kodonu). W przypadku lumikanu ten 
podział następuje w obrębie jednego kodonu, z które
go pierwszy nukleotyd leży na eksonie II, dwa pozos
tałe na eksonie III (faza I kodonu) [46].

IV. Proteoglikany chondroityno/dermatanowe

IV-1. Dekoryna (DE)

Dekoryna, wcześniej nazywana D SPG  II lub PG  40,

------------------------- Ryc. 3. B u d o w a  genów  kod u jący ch  b ia łka
________________  rdzen iow e dla  m ałych p ro teog l ika -

nów  śródm iąższow ych .  P o la  czarne  
w skazu ją  eksony; linie —  in trony ,  
po la  białe —  regiony 5' i 3' nie p o d 
legające translacji . Wielkości  poszcze
gólnych genów  są p ro p o rc jo n a ln e  do  
zamieszczonej  skali. Ze względu na 
d u żą  wielkość in t ro n ó w , w genie k o 
d u jącym  b ia łko  rdzen iow e d ekoryny ,  

  sekwencje te za z n a c z o n o  przerwą.

jest najbardziej rozpowszechnioną i najlepiej poznaną 
cząsteczką spośród MPŚ. Odgrywa ważną rolę w o d 
działywaniach z białkami macierzy oraz czynnikami 
wzrostowymi [32, 47, 48], Jest jednym z najważniej
szych regulatorów tworzenia macierzy pozakomór- 
kowej. Oddziałuje z fibronektyną i trom bospondyną 
oraz wpływa na migrację i proliferację komórek [32], 
Wspólnie z lumikanem i fibromoduliną hamuje proces 
powiększania średnicy włókien kolagenowych typu 
I i II, między innymi poprzez wpływ na biosyntezę 
kolagenazy [32,40,49, 50]. Udowodniono, iż obecność 
dekoryny w tkance działa inhibicyjnie na TGF-(I, 
hamując tym samym proces włóknienia [47]. Z kolei, 
sama ekspresja genu dekoryny może być ham owana 
na poziomie transkrypcji przez TN F-a , który łączy się 
z regionem prom otora [32], Zawartość tego proteog- 
likanu obniża się w skórze narażonej na dłuższą 
ekspozycję słoneczną [51], natomiast wzrasta pod 
wpływem horm onu wzrostu [52], Białko rdzeniowe 
dekoryny, o masie 36 kDa, składa się z 359 reszt 
aminokwasowych. Do białka tego przyłączony jest 
tylko jeden łańcuch chondroityno- lub dermatano- 
-siarczanowy w obszarze N-końcowym omawianej 
makrocząsteczki [3]. W obrębie domeny centralnej 
białka rdzeniowego wiązane są także łańcuchy oligo- 
sacharydowe. Przyłączają się one poprzez asparaginę 
przy 6, 8 i 10 powtórzeniu bogatoleucylowym (Ryc. 1). 
N-koniec białka rdzeniowego zawiera krótką, 16 ami- 
nokwasową sekwencję sygnałową, k tóra przyłącza się 
do szorstkiego retikulum endoplazmatycznego oraz
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14 aminokwasowy propeptyd. Delecje w obrębie d ru 
giej z wymienionych części białka rdzeniowego od
powiedzialne są za skracanie łańcuchów GA G  w deko- 
rynie [53].

Gen kodujący białko rdzeniowe dekoryny, w poró
wnaniu z genem lumikanu i fibromoduliny, ma znacz
ne rozmiary. Gen ten zlokalizowany jest w chrom o
somie 12, (locus 12q 21.3) i zbudowany z 38 kpz. W jego 
skład wchodzi osiem intronów i tyle samo eksonów 
(Ryc. 3). Szczegółową charakterystykę odcinków ko
dujących i niekodujących, stref łączenia oraz faz kodo- 
nów zawiera tabela 1. Dojrzały mRNA, gotowy do 
transkrypcji, zbudowany jest z 2361 pz, z czego 1077 pz 
stanowi otwartą ramkę odczytu [54-56], Ekson la i Ib 
oraz częściowo II, niosą sekwencje niekodujące. Na 
pozostałej części II eksonu zapisana jest domena 
N  końcowa. Domenę C końcową koduje ekson VIII, 
który w dalszej części niesie sekwencję niekodującą. 
Bogatoleucylowy obszar centralny białka rdzeniowe
go kodowany jest na eksonach III-VII [3]. N a szcze
gólną uwagę zasługuje budowa końca 5’ mRNA, która 
znacznie się różni od budowy m RNA dla pozostałych 
proteoglikanów omawianej grupy. Na wspomnianym 
końcu znajdują się dwa eksony (la i Ib), niosące 
sekwencję niekodującą [55, 56], Pierwszy z nich, 
określony jako  la, składa się z 78 pz, z czego 23 pz są 
identyczne z sekwencją kodującą białko rdzeniowe, 
k tóra znajduje się pomiędzy 26 a 48 pz, licząc od 
miejsca startu transkrypcji. Region przylegający do 
eksonu od końca 5’ (tzw. prom otor la) posiada (licząc 
od końca 5’) dwie ramki GC o aktywności cis, do 
których przyłączają się czynniki transkrypcyjne Spl, 
oraz dwa, następujące po sobie, obszary o identycznej 
sekwencji, po 51 pz każdy [55, 56], Wykazano, iż 
region ten nie ma właściwości prom otora, a jedynie 
może mieć wpływ na częstość zachodzenia procesu 
transkrypcji [55-58]. Ekson Ib zbudowany jest z 80 pz 
i oddzielony od swojego poprzednika znacznych roz
miarów intronem, o długości 13200 pz. Koniec 5’ 
eksonu ograniczony jest sekwencją prom otora  Ib,

Promotor

H 1---1--+- + -I- |  0
' 983 i ~

składającą się z około 900 pz. Mutacje w tym obszarze 
mogą znacznie obniżyć wydajność transkrypcji lub 
całkowicie ją  zahamować, gdy proces ten będzie doty
czył pierwszych 140 nukleotydów końca 3’ prom otora 
(Ryc. 4). We wspomnianej strefie znajdują się dwie 
ramki TATA, w pozycji -50 i -60 pz, oraz jedna CAAT, 
w pozycji -95 pz. Dystalnie do tego regionu znajdują się 
sekwencje rozpoznawane przez czynniki transkrypcyj
ne AP1 i AP5. Obszary te znajdują się w pozycjach 
odpowiednio -525 pz oraz -813 pz. Pomiędzy nimi 
znajduje się jeden motyw TGF-(3 (poz. -685 pz). 
Kilkanaście nukleotydów dalej leżą dwie sekwencje 
N F -kB, rozpoznawane przez interleukinę 1, która 
z kolei — jest „wzmacniaczem” transkrypcji. N a końcu 
5’ prom otora  Ib znajduje się strefa homopirymidyno- 
wa CT (nić kodująca) oraz hom opurynowa AG (nić 
niekodującą). Ich zadaniem jest tworzenie i stabilizacja 
struktury drugorzędowej DNA [56, 59], oraz wiązanie 
czynników transkrypcyjnych [56, 60, 61].

IV-2. Biglikan (BI)

Jako jedyny przedstawiciel rodziny MPŚ, biglikan 
może istnieć w formie proteoglikanu transmembrano- 
wego [62], Poza tym, podobnie jak lumikan, fib- 
romodulina i dekoryna, biglikan oddziałuje z kolage
nem, szczególnie typu I, II, a ponadto VI [63]. 
Wspólnie z dekoryną, regulując fibrylogenezę kolage
nu macierzy w jądrach wpływają na tworzenie się 
mikroarchitektury tego organu [64], Ponadto  biglikan 
wiąże się z fibronektyną i TGF-p, hamując odpowied
nio adhezję i transformację komórek. Biglikan wy
stępuje w chrząstce [65, 66], skórze [66, 67], jądrach 
[64], kościach [67, 68], a także w bliznowcu (bliźnie 
przerostowej) [69].

Budowa białka rdzeniowego biglikanu wykazuje 
duże podobieństwo do dekoryny [3, 70], Główne 
różnice dotyczą miejsca i ilości przyłączonych łań
cuchów glikozoaminoglikanowych i oligosacharydo- 
wych (Ryc. 1). Na N-końcu białka rdzeniowego znaj-

Ekson

•oo y

O  - R a m k a  T A T A

0  - Ramka CAAT 

0 - Obszar wiążący AP5 

D  - Obszar wiążący TGF-(3

0  - Obszar wiążący NF- KB

1  - Obszar wiążący AP1
Ryc. 4. O b s z a r  p r o m o to r a  Ib genu kodu jące-  

-+- - Sekwencja homopirymidynowa go b ia łko  rdzen iow e dekoryny.
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dują się 1-2 łańcuchy chondroityno- lub dermatano- 
-siarczanowe, natomiast w obrębie domeny centralnej 
— biglikan wiąże dwa łańcuchy oligosacharydowe. 
Przyłączenie tych ostatnich następuje przez asparagi- 
nę, przy 8 i 10 powtórzeniu bogatoleucylowym [3]. 
Cząsteczka białka rdzeniowego ma masę 38 kD a 
i zbudow ana jest z 368 reszt aminokwasowych [70, 71 ], 
natom iast po przyłączeniu reszt cukrowych jej masa 
wzrasta do ok. 42 kD a [71]. N-koniec białka rdzenio
wego biglikanu zawiera 16 aminokwasowy peptyd 
sygnałowy oraz zbudowany z 14 reszt am inokw aso
wych propeptyd [72].

Gen kodujący białko rdzeniowe biglikanu znajduje 
się na chromosomie X, (locus Xq28) [73]. Zbudowany 
jest on z 8800 pz z czego 1200 pz wchodzi w region 
p rom oto ra  transkrypcji, pozostałe 7600 pz przypada 
na naprzemiennie ułożone sekwencje kodujące i nieko- 
dujące [74, 75]. Gen biglikanu zbudowany jest z 8 eks
onów i 7 intronów, co wskazuje na bliskie jego 
pokrewieństwo z genem dekoryny (Ryc. 3). Podobieńs
two to potwierdza dokładna analiza omawianych 
struktur. Zarówno w biglikanie jak i w dekorynie, 
eksony III, IV, VI, VII mają jednakow ą ilość zasad, zaś 
pozostałe wykazują niewielkie wahania w liczbie nuk- 
leotydów (Tab. 1) [55, 56, 74], Matrycowy RNA składa 
się z 3252 pz, z czego 1104 pz stanowi otwartą ramkę 
odczytu. Pierwszy ekson nie zawiera sekwencji kodują
cej. S truktura  białka zapisana jest na eksonach II-VII. 
Ekson drugi koduje peptyd sygnałowy, propeptyd, 
sekwencję przyłączającą łańcuchy GA G  oraz dwa 
pierwsze regiony bogatocysteilowe [74, 75]. Eksony
III-VII zawierają informację o domenie centralnej, 
natom iast struktura dwóch ostatnich obszarów boga- 
tocysteilowych i C-końca zapisana jest na eksonie VII, 
który w większej części nie jest kodujący [74], Region 
prom oto ra  transkrypcji zbudowany jest z 1218 pz. 
Doświadczalnie stwierdzono, że jeśli sekwencja ta 
ulegnie skróceniu do wartości poniżej -500 pz, wów
czas p rom otor traci aktywność i transkrypcja ustaje 
[75]. W obrębie prom otora  rozmieszczonych jest 
około 30 miejsc cis-aktywnych, wśród których brakuje 
sekwencji CA AT i TATA. Charakterystyczną cechą 
genu biglikanu jest duża zawartość sekwencji GC, 
skupionych w dwóch powtórzeniach na końcu 3’ 
p rom oto ra  [75], Pierwsza z nich zajmuje pozycję 
między -1 pz a -164 pz, druga od -204 do -256 pz, zaś 
procentowa zawartość par GC sięga odpowiednio 
73% i 87% [74,75]. W regionie prom otora  znajduje się 
aż 11 sekwencji rozpoznawanych przez czynnik trans- 
krypcyjny Spl, pięć — rozpoznawanych przez AP2, 
oraz po jednej sekwencji, rozpoznawanej przez IL6 
i NF1. W dystalnej strefie prom otora  istnieje szereg 
miejsc wiążących dla substancji wzmacniających lub 
hamujących proces transkrypcji takich jak: TGF-(3, 
N F -kB, A PI,  AP3, IL6, TNF-oc [75], Analiza końca 5’ 
D N A  dekoryny i biglikanu wykazała istotne różnice 
w długości i budowie tej strefy. Dekoryna posiada dwa 
prom otory  oddzielone znacznych rozmiarów intro-

nem [55, 56], z kolei p rom otor biglikanu nie posiada 
sekwencji CAAT i TATA [74-76],

V. P odsum ow anie

Małe proteoglikany śródmiąższowe dzielimy na 
dwie grupy, gdzie do pierwszej należą proteoglikany 
keratanowe czyli lumikan i fibromodulina, zaś do 
drugiej — proteoglikany chondroityno/dermatanowe 
czyli dekoryna i biglikan. Podstawą podziału om awia
nych PG jest zarówno rodzaj przyłączonego łańcucha 
GAG jak i budowa oraz wielkość genów kodujących 
białka rdzeniowe MPŚ. Fibromodulina i lumikan 
mają bardzo zbliżoną wielkość i prawie identyczną 
budowę genu. Podobnie jest w drugiej grupie proteog- 
likanów, gdzie struktura DNA dekoryny i biglikanu 
jest także bardzo zbliżona, nawet do tego stopnia, iż 
niektóre eksony mają identyczną ilość zasad. Niewiel
kie różnice dotyczą budowy końców 5’ DNA oraz 
wielkości genów dla tych proteoglikanów, bowiem gen 
biglikanu wyraźnie ustępuje wielkością genowi deko
ryny, głównie z powodu krótszych sekwencji introno- 
wych.

Artykuł otrzymano 30 czerwca 1997 r.
Zaakceptowano do druku 8 stycznia 1998 r.
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I. W stęp

Klasycznym przykładem oddziaływań symbiotycz
nych zachodzących w przyrodzie jest współżycie roślin 
wyższych z bakteriami zdolnymi do wiązania azotu 
atmosferycznego. Rośliny wchodzące w symbiozę na
leżą wyłącznie do rodziny motylkowatych (Legumino- 
sae) z jedynym, jak do tej pory, znanym wyjątkiem, 
rodzajem Parasponia z rodziny wiązowatych (Ulmace- 
ae) [ T r i n i c k ,  cyt. za 20]. Symbiotyczne bakterie 
należą do czterech rodzajów bakterii glebowych: Rhi- 
zobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium i Sinorhizo- 
bium. Chociaż są one odległe filogenetycznie [1], to ze 
względu na ich specyficzną zdolność do symbiozy 
z roślinami motylkowatymi zalicza się je do wspólnej 
grupy nazywanej rizobiami [2].

Rizobia indukują tworzenie nowych organów roś
linnych, tzw. brodawek korzeniowych, a czasem pędo
wych, np. u wodnych roślin motylkowatych z rodzaju 
Sesbania [3], Brodawka o określonej morfologii i an a
tomii, charakteryzująca się wyspecjalizowanym meta-

^ r ,  Zakład Biochemii, Instytut Biologii i Ochrony Środo
wiska, Uniwersytet Mikołaja Kopernika, ul. Gagarina 9, 
87-100 Toruń; 2dr hab., prof, nadzw., Michigan State Uniwe- 
rsity, Department of Botany and Plant Pathology, East 
Lansing, MI 48824 USA
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holizmem stanowi swoistą niszę ekologiczną, we
wnątrz której istnieją warunki umożliwiające bakteryj
nym symbiontom redukcję azotu atmosferycznego do 
amoniaku będącego źródłem azotu dla rośliny. Reduk
cja N 2 jest katalizowana przez nitrogenazę, enzym 
wrażliwy na tlen, występujący jedynie u prokariontów 
[4-6],

Oddziaływania pomiędzy roślinami m otylkowaty
mi i rizobiami są specyficzne, ponieważ dany gatunek 
lub szczep rizobiów może indukować wytwarzanie 
brodawek tylko u określonych roślin. Jednakże sto
pień specyficzności nie jest jednakowy (Tab. 1) [2, 7-9], 
Niektóre rizobia mogą indukować powstawanie b ro 
dawek u roślin jednego lub kilku gatunków, np. R. 
meliloti infekuje tylko lucernę, R. leguminosarum bv 
viciae wykę i groch, ale blisko z nim spokrewnione R. 
leguminosarum bv trifolii wyłącznie koniczynę. Z kolei 
inne bakterie wykazują dużo szerszy zakres b rodaw 
kowania, np. Rhizobium sp. N G R  234 może infekować 
około 70 różnych gatunków roślin, w tym także rośliny 
z rodzaju Parasponia [2, 8].

Oddziaływania symbiotyczne rozpoczynają się od 
kolonizacji włośników korzeniowych przez bakterie, 
które do komórek kory korzenia dostają się poprzez 
specyficzną strukturę, tzw. nić infekcyjną. Równolegle 
z infekcją następuje indukcja podziałów kom órek kory
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Tabela 1.
Specyficzność o d d z ia ły w ań  sym bio tycznych

Rizobia R oś l in a -g o sp o d a rz

Rhizobium meliloti lucerna  (M ed ica g o )
Rhizobium
leguminosarum

b iovar  viciae groch  (Pisum), w yka  (Viciae)
b iovar  trifolii kon iczy n a  (Trifolium)
b iovar  phaseoli fasola (Phaseolus )

Rhizobium m o ty lk o w a te  ze strefy t ropika lne j,
sp. N G R  234 Parasponia
Bradyrhizobium
japonicum soja  (Glycine)
Azorh izob ium
caulinodans Sesbania
Sinorhizobium
fredii soja  (Glycine)

pierwotnej korzenia, w wyniku czego powstaje b roda
wka pierwotna. Nić infekcyjna zawierająca bakterie 
rośnie w kierunku brodawki pierwotnej, gdzie bakterie 
zostają uwolnione do cytoplazmy i otoczone błoną 
peribakteroidową, PBM  (ang. peribacteroid membrane) 
pochodzącą z roślinnej błony plazmatycznej. Brodaw
ka pierwotna rozwija się w brodawkę funkcjonalną, 
a bakterie różnicują się do form symbiotycznych 
—  bakteroidów, które mają zdolność redukcji azotu 
atmosferycznego do am oniaku [10-13].

Symbioza jest ważnym zjawiskiem nie tylko z punk
tu widzenia ekonomicznego i ekologicznego. Organiz
my symbiotyczne mogą stanowić materiał do badań 
nad mechanizmami kontrolującymi podziały komórek 
roślinnych i proces organogenezy pod wpływem specy
ficznych bodźców chemicznych. Wzajemna wymiana 
sygnałów jest podstawą rozpoznania komórkowego 
pomiędzy symbiontami i inicjuje symbiozę poprzez 
aktywację specyficznych genów bateryjnych i roślin
nych, co prowadzi do wytworzenia funkcjonalnej 
brodawki. Intensywne badania prowadzone w ostat
niej dekadzie przyczyniły się do znacznego postępu 
w poznaniu i zrozumieniu molekularnych podstaw 
specyficznych oddziaływań zachodzących w symbio
zie. Wyniki tych badań, w różnym zakresie, można 
znaleźć w licznych opracowaniach przeglądowych [2, 
7, 9, 11, 12, 14-24], W polskim piśmiennictwie opub
likowano na ten temat 3 artykuły w Kosmosie [25-27] 
i ostatnio w Acta Biochimica Polonica [28]. Prezen
towana praca dotyczy badań wczesnych etapów sym
biozy, m.in. identyfikacji związków sygnałowych i po
twierdzenia ich udziału w ekspresji informacji genety
cznej kontrolującej ten proces.

II. W ym ian a  sygnałów  pom iędzy bakterią  
i rośliną

Symbiotyczne oddziaływania między rizobiami 
i motylkowatymi rozpoczynają się wtedy, gdy w wyni
ku chemotaksji bakterie kierują się w stronę powierz
chni korzeni rośliny pod wpływem wydzielanych przez

nie substancji chemicznych. W latach osiemdziesiątych 
ustalono, że związkami chemicznymi, które indukują 
ekspresję specyficznych bakteryjnych genów nod (ang. 
nodulation) uczestniczących w symbiozie są flawonoidy 
[29-31]. Wkrótce okazało się, że w wyniku ekspresji 
tych genów syntetyzowane są bakteryjne związki syg
nałowe, które z kolei umożliwiają roślinie rozpoznanie 
odpowiedniego mikrosymbionta [8, 16, 18, 32].

II-l. Flawonoidy —  roślinne związki sygnałowe

Flawonoidy należą do związków fenolowych, które 
są wtórnymi metabolitami syntetyzowanymi, akum u- 
lowanymi i wydzielanymi przez roślinę w czasie jej 
normalnego wzrostu i rozwoju. Jest to zróżnicowana 
pod względem struktury klasa związków chemicznych 
pełniących w roślinie rozmaite funkcje. W ostatnich 
latach odkryto, że niektóre z nich mogą funkcjonować 
jako  sygnały chemiczne w różnego typu oddziaływa
niach roślin z mikroorganizmami [33-35]. Z agad
nienie to zostało szerzej omówione w artykule op u b 
likowanym w Postępach Biochemii [36].

Daidzeina
4 ’,7-dihydroksyizoflawon

Ryc. 1. F la w o n o id y  induk u jące  ekspres ję  genów  nod: lu teo l ina  
(flawon) ak tyw uje  geny nod  u R. meliloti, n a r in g e n in a  
(flawonon) u R. leguminosarum  bv viciae, d a id ze in a  (izo- 
f lawon) u B. japonicum.

Luteolina 
3 ’ ,4’ ,5,7-tetrahydroksy flawon

Naringenina
4 , ,5,7-trihydroksyflawonon
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Najwięcej fiawonoidów jest syntetyzowanych i wy
dzielanych z korzeni podczas intensywnego wzrostu 
i rozwoju roślin motylkowatych. Wydzielają one różne 
fiawonoidy, które są rozpoznawane przez rizobia, ale 
tylko określone związki mogą specyficznie indukować 
bakteryjne geny nod. Zdolność do aktywacji genów 
brodaw kow ania zależy od gatunku rośliny. Geny nod 
z Rhizobium ulegają aktywacji przez flawony i flawono- 
ny (luteolina, naringenina) wydzielane przez rośliny 
strefy umiarkowanej, takie jak koniczyna, lucerna, 
wyka, groch [31, 37], podczas gdy geny nod z Bradyr- 
hizobium są aktywowane głównie przez izoflawony 
(daidzeina) wydzielane przez rośliny motylkowate stre
fy tropikalnej, np. soję [38] (Ryc. 1). Ponadto  stwier
dzono, że fiawonoidy, które indukują ekspresję genów 
nod są wydzielane w obszarze występowania młodych, 
ale w pełni rozwiniętych włośników korzeniowych 
[31]. Wyniki innych badań wykazały, że dokładnie 
w tej samej strefie następuje infekcja korzenia przez 
bakterie [14],

II-2. Czynniki Nod —  bakteryjne cząsteczki 
sygnałowe

Sposób wniknięcia bakterii do komórek korzenia, 
a także charakterystyczny rozwój i struktura brodawki 
są specyficznie zależne od rośliny-gospodarza, co 
oznacza, że to roślina posiada informację genetyczną 
dla symbiotycznej infekcji i powstania brodawki. Rola 
bakterii polega na wywołaniu ekspresji tej informacji 
za pośrednictwem specyficznych związków sygnało
wych nazywanych czynnikami Nod, N F  (ang. Nod 
factors).

Czynniki N od są oligosacharydami lipochitynowy- 
mi. Ich budowa chemiczna została ustalona dopiero na 
początku lat dziewięćdziesiątych. L e r o u g e  i ws p .  
[39] po raz pierwszy wyizolowali, oczyścili i określili 
strukturę czynnika Nod z Rhizobium meliloti, który 
indukuje wytwarzanie brodawek u lucerny (Ryc. 2). 
Wkrótce potem ustalono budowę czynników Nod 
syntetyzowanych przez inne gatunki rizobiów: R.

species N G R  234 [40], B. elcani i B.japonicum  [41,42], ; 
R. leguminosarum bv triofolii i R. leguminosarum bv 
viciae [43, 44] R. etli [45] R. tropici i inne [2, 11, 44], 
Wszystkie poznane do tej pory czynniki N od  mają 
podobną budowę chemiczną, której ogólny schemat 
przedstawiony jest na rycinie 3 [2, 9, 12, 21, 24, 46], 
Szkielet główny tych związków składa się z 3-5 jedno
stek N-acetylo-D-glukozoaminy (GlcNAc) połączo
nych wiązaniami (3-1,4 glikozydowymi. Koniec niere- 
dukujący oligosacharydu chitynowego jest podstawio
ny w pozycji C-2 resztą kwasu tłuszczowego, zróż
nicowaną pod względem długości łańcucha węglowego 
(C 16, C 18 lub C 20) i ilości wiązań nienasyconych (2-4). 
Szkielet cukrowy, który jest wspólny dla wszystkich 
czynników Nod, zawiera dodatkowe podstawniki de
cydujące o specyficzności względem gospodarza. 
Wszytkie przebadane do tej pory gatunki i szczepy 
rizobiów syntetyzują czynniki Nod różniące się długo
ścią głównego szkieletu lipochitynowego, strukturą 
reszty kwasu tłuszczowego oraz rodzajem pozostałych 
podstawników.

III. B akteryjne geny brodaw kow ania

Geny rizobiów istotne dla infekcji i tworzenia b ro 
dawek oraz kontroli specyficzności względem gos
podarza obejmują dwie grupy: geny brodawkowania 
(geny nod) oraz geny determinujące strukturę bakteryj
nej ściany komórkowej, związane z syntezą egzopolisa- 
charydów (geny exo ), lipopolisacharydów (geny Ips) 
oraz (3-glukanów (geny ndv) [14]. Ekspresja genów exo, 
Ips i ndv będąca odpowiedzią na sygnał roślinny jest 
niezbędna dla oddziaływań symbiotycznych, ale do 
kładne funkcje białek kodowanych przez te geny nie są 
poznane. Przypuszczalnie są one istotne nie tylko 
w najwcześniejszych etapach oddziaływań symbioty
cznych, biorąc udział we wzajemnym rozpoznaniu 
obydwu symbiontów i efektywnym przyczepianiu się 
bakterii do powierzchni włośników korzeniowych, ale 
także w czasie tworzenia nici infekcyjnej, wchodząc 
w skład wypełniającej ją  matriks zawierającej bakterie

0 S 0 3H

C-H

H-C
(CH2)
I L
CH
II
CH

(CH2)
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CH,

C H . CH. CH.

Ryc. 2. S t ru k tu r a  p ierwszego z id en ty f ikow anego  czynn ika  N od .
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Ryc. 3. S ch em at  ogó lny  s t ru k tu ry  czyn n ik ó w  Nod.
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Koniec nieredukujący

[47-50]. Mutacje w tych genach powodują tworzenie 
„pustych” brodawek, nie zawierających nici infekcyj
nej ani bakterii, w których nie zachodzi wiązanie 
azotu [15].

Spośród wymienionych genów, tylko geny nod ucze
stniczą w syntezie bakteryjnych cząsteczek sygnało
wych, czynników Nod. Wyróżnia się wśród nich geny 
wspólne, występujące u wszystkich rizobiów, com nod 
(ang. common nodulation genes) oraz geny hsn nod (ang. 
host-specific nodulation genes), obecne w różnych kom 
binacjach u różnych gatunków bakterii [2, 11, 17]. Do 
grupy genów com nod należą geny nod A, B, C, D, I, J, 
które odgrywają u symbiotycznych rizobiów pierwszo
rzędną rolę, ponieważ są odpowiedzialne za syntezę 
czynników N od  w ogóle. Ustalono, że są one w wyso
kim stopniu konserwatywne i biorą udział w syntezie 
lipochitynowego szkieletu głównego tych związków 
[14]. Mutacje w tej grupie genów powodują utratę 
zdolności syntezy NF, co prowadzi do zaniku zdolno
ści zakażania gospodarza roślinnego. Produkty genów 
hsn nod uczestniczą w modyfikacji obu końców szkiele
tu głównego determinując specyficzność bakteryjnych 
symbiontów względem rośliny. Mutacje wśród tych 
genów prowadzą do syntezy N F  o zmienionej s truk
turze, czego następstwem jest obniżenie aktywności 
biologicznej lub zmiana gospodarza, ale nie utrata 
możliwości infekcji.

IV . Syn teza  czynników  N od

Rizobia syntetyzują czynniki N od w wyniku eks
presji genów nod indukowanej wydzielanymi przez 
roślinę-gospodarza flawonoidami. W indukcji tej po
średniczy bakteryjne białko N od D kodowane przez 
gen nod D, jedyny gen nod ulegający ekspresji kon 
stytutywnej, zarówno u bakterii wolnożyjących jak

Koniec redukujący

i współżyjących w symbiozie z roślinami m otylkowaty
mi [15]. Białko Nod D ma zdolność bezpośredniego 
oddziaływania z flawonoidami i jest aktywatorem 
transkrypcji pozostałych genów nod, które kodują 
białka uczestniczące w syntezie oligosacharydu lipo
chitynowego (Ryc. 4) [7, 11, 51].

IV-1. Oddziaływania flawonoidy —  białko Nod D

Regulatorowy gen nod D występuje u wszystkich 
rizobiów i jest niezbędny dla brodawkowania. M u ta n 
ty, które nie posiadają funkcjonalnego nod D nie mogą 
infekować swoich gospodarzy [14]. Tylko niektóre 
gatunki rizobiów, np. R. leguminosarum bv niciae, czy 
R. leguminosarum bv trifolii mają pojedynczy nod D. 
Większość mikrosymbiontów, jak R. meliloti, R. spe- 
cies NG R 234, czy B. japonicum mają 2-5 kopii tego 
genu [11]. Białka N od D z różnych gatunków bakterii, 
mimo że wykazują wysoki stopień homologii, mogą 
oddziaływać tylko z określonym rodzajem flawonoi- 
dów, np. jeden z izoflawonów — daidzeina jest silnym 
aktywatorem genów nod u B. japonicum, ale nie 
aktywuje ich u R. meliloti, R. leguminosarum bv uiciae 
ani u R. leguminosarum bv trifolii [7], Ustalono, że 
wrażliwość rizobiów na roślinne sygnały pokrywa się 
ze stopniem specyficzności względem infekowanych 
roślin [7, 51 ]. M ożna w' związku z tym przypuszczać, że 
dany gatunek rizobiów syntetyzuje właściwe sobie 
białko N od D, które współdziała w aktywacji trans
krypcji genów nod tylko z określonym flawonoidem, 
determinując tym samym specyficzność względem gos
podarza. Uważa się, że specyficzność bakteryjnych 
symbiontów względem różnych aktywatorów może 
być, przynajmniej w niektórych przypadkach, rezul
tatem różnej zdolności wiązania, trasportu  i oddziały
wań z białkami regulatorowymi [34]. Takie zróż-

POSTĘPY BIOCHEMII 44(1), 1998 75http://rcin.org.pl



Roślina-gospodarz
Ryc. 4. W y m ia n a  zw iązków  sygna łow ych  między s y m b io n ta m i  i odpow iedz i  rośliny na  przykładzie  oddz ia ły w ań  Rhizobium meliloti  i lucerny.  

F la w o n o id y  w ydzielane przez korzen ie  ro ś l in y -g o sp o d a rz a  za  p ośredn ic tw em  b ia łka  N o d  D ak ty w u ją  b ak te ry jne  geny com nod  i hsn nod. 
G e n y  te k o d u ją  b ia łka  b io rące  udział w syntezie  czy n n ik a  N od ,  k tó ry  induku je  odpow iedz i  k o m ó rek  rośl innych: 1) deform ac ję  
włośn ików , 2) tw orzen ie  nici infekcyjnej,  3) p o dz ia ły  k o m ó r k o w e  p ro w ad zące  d o  w y tw orzen ia  b rodaw ki .

nicowanie zdolności flawonoidów do aktywacji genów 
nod jest przykładem znakomitej adaptacji, k tóra  p o 
zwala na transkrypcję tych genów tylko w sytuacji, gdy 
istnieje szansa zakażenia potencjalnego gospodarza.

IV-2. Białko Nod D  jako aktywator transkrypcji 
genów nod

Strukturalne geny nod ABC, które uczestniczą 
w syntezie głównego łańcucha czynników N od są 
zorganizowane w operon i znajdują się na dużym 
plazmidzie symbiotycznym (pSym) u bakterii z rodzaju 
Rhizobium lub na chromosomie u Azorhizobium  i Bra- 
dyrhizobium [6]. Białko N od D po związaniu specyfi
cznego flawonoidu ulega aktywacji i działa jako  ak 
tywator transkrypcji dla genów nod [32]. Mechanizm 
aktywacji jest podobny u wszystkich gatunków rizo- 
biów. N od D o masie cząsteczkowej około 35 kD a 
składa się z dwóch funkcjonalnych domen: N-koń- 
cowej, konserwatywnej domeny wiążącej się z DN A  
oraz zmiennej domeny C-końcowej oddziałującej z fla- 
wonoidem i kontrolującej aktywację genów nod specy
ficznie względem gospodarza [11]. W badaniach im
munologicznych ustalono, że białko N od D wiąże się

C-końcem z wewnętrzną błoną komórki bakteryjnej 
[53], Uzyskane równolegle rezultaty innych doświad
czeń wskazywały, że również w błonie bakteryjnej 
akumulowane są flawonoidy [54], N a tej podstawie 
postawiono hipotezę, że flawonoidy wiążą się w błonie 
bakteryjnej do C-końcowej domeny N od  D, co przy
puszczalnie powoduje zmianę konformacji znajdującej 
się w cytoplazmie domeny N-końcowej umożliwiając 
związanie jej z DNA i uruchomienie transkrypcji 
genów nod [51].

Białko N od D wykazuje znaczny stopień homologii 
z innymi prokariotycznymi białkami regulatorowymi 
należącymi do rodziny Lys R [55], Wszystkie te białka 
posiadają w N-końcowej części charakterystyczny 
element strukturalny, „helisa-zwrot-helisa” (HTH 
—  ang. helix-turn-helix). Fragment ten pośredniczy 
w przyłączeniu do D N A  białek regulatorowych peł
niących funkcje aktywatorów transkrypcji u proka- 
riontów. Tak charakterystyczna budowa białek regu
latorowych z rodziny Lys R sugeruje, że w regulowa
nych genach występują regiony zawierające specyficz
ną sekwencję wiążącą tego typu regulatory. Przebada
nie różnych prokariotycznych regulatorów transkryp
cji metodami genetyki molekularnej doprowadziło do
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odkrycia wspólnej sekwencji w promotorach genów 
regulowanych przez białka typu Lys R [56], Jest to 
krótka (50-60 par zasad) charakterystyczna sekwencja 
T -N jj-A , określana jako  „motyw Lys R”. Większość 
operonów genów nod poprzedza wysoko konserwaty
wny region prom otorowy określany jako nod box, 
w którym stwierdzono obecność charakterystycznego 
„motywu Lys R” wiążącego aktywator N od D [56].

Niektóre bakterie posiadają dodatkowy mechanizm 
regulacji ekspresji genów nod. U Bradyrhizobium japo
nicum indukcja genów nod można zachodzić w nieobe
cności białka N od D, ale z udziałem produktów genów 
nodW i nodVC [57], Analiza sekwencji aminokwasowej 
białek kodowanych przez te geny wskazuje na to, że 
mogą one należeć do rodziny dwuskładnikowych 
regulatorów białkowych [58].

IV-3. Synteza lipochitynowego szkieletu czynni
ków Nod

Synteza szkieletu głównego czynników N od jest 
katalizowana przez produkty genów nodA, nodB 
i nodC, które nie ulegają ekspresji w bakteriach 
wolnożyjących [59], Jak wyżej wspomniano, trans
krypcja tych genów jest aktywowana przez regulatoro
we białko N od D. Związkiem wyjściowym do syntezy 
oligosacharydu chitynowego jest N-acetylo-D-gluko- 
zoamina (GlcNAc). W pierwszym etapie syntezy po
wstaje oligomer chitynowy z udziałem białka N od C, 
które jest homologiczne do syntazy chityny z drożdży 
[7, 60]. Ustalono, że reakcja ta wymaga wolnej 
N-acetylo-D-glukozoaminy, a wydłużanie oligosacha
rydu zachodzi w kierunku końca nieredukującego [2]. 
N od C, podobnie jak syntaza chityny z drożdży, jest 
białkiem błonowym, ale w przeciwieństwie do niej nie 
syntetyzuje polimerów lecz tylko oligomery zawierają
ce maksymalnie pięć jednostek N-acetyloglukozoarni- 
nowych [2], Kolejnym etapem jest modyfikacja, która 
zachodzi z udziałem białka N od B katalizującego 
odszczepienie reszty N-acetylowej na nieredukującym 
końcu oligosacharydu chitynowego [61]. N od B jest 
białkiem cytosolowym homologicznym do pochodzą
cej z grzybów deacetylazy chitynowej, dla której 
substratem jest oligomer zbudowany przynajmniej 
z czterech reszt GlcNAc [2]. Jak wykazały badania 
prowadzone z użyciem N od B oczyszczonego z R. 
meliloti, enzym ten jest specyficzny względem substratu 
ponieważ nie usuwa reszty N-acetylowej z mono- 
sacharydu acetyloglukozoaminowego [2], Wolna gru
pa aminowa, k tóra  pozostaje na końcu nieredukują
cym po deacetylacji zostaje w następnym etapie pod
stawiona odpowiednią resztą kwasu tłuszczowego 
przenoszoną przez produkt genu nodA, transferazę 
N-acylową [62], N od  A, podobnie jak N od B, jest 
białkiem cytosolowym i wykazuje specyficzność zaró
wno względem oligosacharydu chitynowego jak rów
nież względem przenoszonej grupy acylowej [2],

IV-4. M odyfikacje łańcucha głównego czynników  
Nod

Utworzony w przedstawiony powyżej sposób szkie
let lipochitynowy jest dalej modyfikowany przez p ro 
dukty genów hsn nod. Białka kodowane przez te geny 
katalizują przyłączenie dodatkowych podstawników 
(Ryc. 3), które decydują o specyficzności względem 
gospodarza, a także wpływają na stabilność i aktyw
ność biologiczną czynników N od [63-66].

Koniec nieredukujący szkieletu cukrowego jest m o
dyfikowany głównie w reakcji O-acetylacji. R. meliloti, 
R. leguminosarum bv viciae oraz R. leguminosarum bv 
trifolii syntetyzują czynniki N od podstawione w tej 
części grupą O-acetylową w rekacji katalizowanej 
przez transferazę acetylową kodowaną przez gen nodL, 
która specyficznie przyłącza O-acetyl w pozycji C-6 
[2], Niektóre rośliny, np. Leucaena mogą wytwarzać 
brodawki tylko wtedy, gdy są zakażone bardzo specyfi
cznym rodzajem N F  zawierających na końcu nieredu
kującym resztę karbamylową. Tego typu cząsteczki 
sygnałowe syntetyzuje np. R. species N G R  234 po 
aktywacji genu nod U. Ustalono, że m utanty nod L~ 
oraz nodU~ tracą zdolność infekcji swoich gospodarzy 
roślinnych [2].

Znacznie szerszy zakres modyfikacji występuje na 
końcu redukującym oligosacharydu lipochitynowego. 
W większości przypadków dodatkowe grupy są p o d 
stawione w pozycji C-6 w reakcjach siarczanowania, 
acetylacji i glikozylacji, kontrolowanych przez od 
powiednie produkty genów hsn nod. Znaczenie tych 
podstawników dla specyficzności czynników Nod było 
wielokrotnie potwierdzane w doświadczeniach przep
rowadzanych z udziałem m utantów bakteryjnych. N a 
przykład R. meliloti może indukować wytwarzanie 
brodawek korzeniowych u lucerny tylko wtedy, gdy 
syntetyzuje N F  z resztą siarczanową w pozycji C-6 na 
końcu redukującym [63], Ustalono, że synteza w pełni 
specyficznych cząsteczek zależy od ekspresji genów 
nodPQ, których produkty biorą udział w wytworzeniu 
„aktywnego” siarczanu oraz genu nodH kodującego 
białko homologiczne do sulfotransferazy [2, 11]. J a 
kiekolwiek mutacje wśród tych trzech genów pow odu
ją, że bakteria syntetyzuje czynniki N od bez reszty 
siarczanowej, czego następstwem jest utrata zdolności 
infekcji swojego gospodarza, tj. lucerny. Z kolei, jeśli 
geny te wprowadzi się np. do R. leguminosarum bv 
niciae, które specyficznie indukuje wytwarzanie b ro d a
wek u grochu, to taki symbiont może zakażać nowego 
gospodarza, w tym przypadku lucernę [2, 11].

V. T ransport czynników  N od

Transport czynników N od poza komórkę bakteryj
ną zachodzi najprawdopodobniej za pośrednictwem 
produktów  genów nodl i nodJ należących do grupy 
genów wspólnych com nod [11, 59, 67-68]. Obecność 
tych genów stwierdzono u wszystkich przebadanych
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rizobiów, co sugeruje ich wspólne funkcje. Ich rola 
w transporcie czynników N od została potwierdzona 
w badaniach m utantów nod\ lub nod] . M utanty  R. 
leguminosarum bv trifolii syntetyzują, ale nie wydzielają 
na zewnątrz czynników Nod, czego efektem jest nie
wielki stopień zakażenia rośliny-gospodarza [59]. Jed
nakże u innych gatunków, np. R. leguminosarum bv 
viciae mutacje tych genów tylko w niewielkim stopniu 
obniżają wydzielanie lipochitooligosacharydów, co 
sugeruje istnienie alternatywnego systemu transportu 
[2], Ustalono, że białko N od I jest mocno hydro
fobowym, przypuszczalnie integralnym białkiem bło
nowym, spokrewnionym z dużą rodziną białek, które 
w swojej strukturze posiadają fragmenty wiążące ATP 
i uczestniczą w procesach transportowych [11].

Białka N od I i N od J wykazują duże podobieństwo 
do białek bakteryjnych biorących udział w sekrecji 
polisacharydów, co dodatkow o wskazuje na ich udział 
w transporcie czynników Nod [2, 59], Jednak mecha
nizm, za pośrednictwem którego białka te uczestniczą 
w transporcie lipochitooligosacharydów poza kom ór
kę bakteryjną nie jest poznany. Hipotetyczny model 
przedstawiony przez C a r l s o n a  i ws p .  [59] za
kłada transport zsyntetyzowanych N F  przez błonę 
wewnętrzną do przestrzeni międzybłonowej z udzia
łem białek N od I i N od J, a następnie wydzielanie ich 
na powierzchnię komórki bakteryjnej przez nieziden
tyfikowane białko, być może analog specyficznego 
białka transportującego u E. coli.

Badania mechanizmów transportu  czynników Nod 
przyczyniły się do powstania ciekawej sugestii doty
czącej dodatkowej roli reszty acylowej znajdującej się 
na nieredukującym końcu cukrowego szkieletu czyn
ników Nod. Przypuszcza się, że oprócz roli jaką 
odgrywa ona w determinowaniu specyficzności wzglę
dem rośliny-gospodarza, może ona być także istotna 
dla transportu  czynników N od, ponieważ umożliwia 
ich wiązanie się z błonami bakteryjnymi [59],

V I. O dpow iedzi rośliny na czynnik i N o d

Schemat interakcji bakteria-roślina obejmujących 
wzajemną wymianę sygnałów oraz odpowiedzi kom ó
rek rośliny-gospodarza przedstawiony jest na rycinie 4. 
Pierwszym etapem oddziaływań pomiędzy rizobiami 
i rośliną jest kolonizacja włośników korzeniowych 
przez bakterie, czego widocznym efektem jest deforma
cja i skręcanie włośników. Szereg uzyskanych dotych
czas wyników wskazuje na to, że deformacja włoś
ników może być wywołana także w nieobecności 
bakterii, przez oczyszczone czynniki Nod, które wyka
zują aktywność biologiczną przy bardzo niskich stęże
niach, 10_12-10“ 7 M [13, 69], Skręcanie włośników 
korzeniowych następuje już po 10 minutach od poda
nia oczyszczonych oligosacharydów lipochitynowych 
i prawdopodobnie spowodowane jest reorganizacją 
cytoszkieletu komórek epidermalnych [70]. Ustalono, 
że w tym czasie zachodzi depolaryzacja błon plaz-

matycznych, wypływ protonów, zmiany w poziomie 
jonów wapnia i rozmieszczeniu filamentów aktyny 
[71 -73]. Procesy te są częścią złożonych mechanizmów 
komórkowych kontrolujących deformację włośników 
korzeniowych.

Na podstawie uzyskanych do tej pory wyników 
pewne jest, że czynniki N od są bakteryjnymi sygnałami 
indukującymi złożone odpowiedzi gospodarza roślin
nego prowadzące do wytworzenia brodawki. Infekcja 
oraz morfogeneza i funkcjonalny rozwój brodawki 
zachodzą pod genetyczną kontrolą rośliny. Czynniki 
N od aktywują w roślinie tak zwane geny nodulinowe, 
sklasyfikowane jako geny wczesne (E N O D ) i późne 
(NOD) w zależności od czasu ich ekspresji [van 
K a m m e n ,  cyt. za 13], Większość z tych genów jest 
specyficzna dla symbiozy i ulega ekspresji prawie 
wyłącznie w tkankach brodawki [9, 15, 74],

VI-1. Wczesne geny nodulinowe

Jednocześnie z procesem infekcji, w kom órkach 
epidermy korzenia ulegają ekspresji wczesne geny 
nodulinowe. Geny te są aktywowane w najwcześniej
szych etapach symbiozy, jeszcze przed wiązaniem 
azotu, a białka przez nie kodowane, tzw. wczesne 
noduliny biorą udział w procesie infekcji bakteryjnej 
(deformacja włośników, tworzenie nici infekcyjnej) 
i morfogenezy brodawki (podziały komórkowe, po
wstanie brodawki pierwotnej) [11, 13].

W ostatnich latach zidentyfikowano i sklonowano 
wiele wczesnych genów nodulinowych [11, 13, 75-83]. 
Identyfikacja tych genów okazała się niezwykle pom o
cna w badaniach percepcji czynników Nod i szlaku 
transdukcji sygnału, w których pełnią one rolę swois
tych markerów, tym bardziej, że niektóre z nich mogą 
podlegać ekspresji pod wpływem wyizolowanych 
czynników Nod [12].

Najwcześniej aktywowane są geny ripl (ang. rhizo- 
bium-induced peroxidase), kodujący peroksydazę oraz 
ENOD12  i ENOD5 , których produktam i są białka 
bogate w prolinę [15, 84]. Wszystkie trzy geny są 
aktywowane bardzo szybko, w ciągu kilku godzin od 
infekcji specyficznym szczepem bakterii lub podania 
oczyszczonych N F  [8, 13], Wydaje się, że ripl nie jest 
zaangażowany w dalsze etapy brodawkowania, 
w przeciwieństwie do ENOD12  i E N O D 5 , które są 
indukowane także w czasie tworzenia nici infekcyjnej 
oraz powstawania brodawki [13].

Gen EN OD 12 został zidentyfikowany między in
nymi w grochu (P sE N D 012  A i B) oraz lucernie 
(M sE N O D l2) [77, 82], Analiza sekwencji aminokwa- 
sowej białek kodowanych przez ENOD12  z tych roślin 
wykazała obecność powtarzającego się, charakterys
tycznego pentapeptydu bogatego w prolinę, co sugeru
je, że białka te są prawdopodobnie związane ze ścianą 
kom órkową [10, 11], PsENOD5  z grochu koduje 
białko o masie cząsteczkowej 14 kDa, które, poza 
proliną zawiera także stosunkowo dużo alaniny, glicy
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ny i seryny, podobnie jak glikoproteiny arabinogalak- 
tanowe będące składnikami ścian komórkowych. 
Ustalono, że obydwa wczesne białka nodulinowe 
posiadają N-końcową sekwencję sygnałową i przypu
szczalnie są transportowane przez błonę. Badania 
z zastosowaniem hybrydyzacji in situ wykazały, że 
PsENOD5  podlega ekspresji tylko w zainfekowanych 
komórkach, w których znajduje się nić infekcyjna, co 
sugeruje, że białko kodowane przez ten gen może być 
składnikiem ściany komórkowej nici infekcyjnej. Z ko
lei, ekspresję PsENOD12  obserwowano we włośnikach 
korzeniowych i w komórkach kory korzenia zarówno 
zainfekowanych, jak również w tych, które jeszcze nie 
zawierały nici infekcyjnej [11]. Tak więc białko to 
może wchodzić w skład nie tylko nici infekcyjnej, ale 
także ścian komórkowych tych komórek kory, przez 
które będzie przechodziła nić infekcyjna. PsENOD12  
podlega ekspresji również we wszystkich komórkach 
brodawki pierwotnej. Obecność białek kodowanych 
przez PsENOD12  i PsENOD5  stwierdzono też w bło
nie peribakteroidowej otaczającej bakteroidy [11-13].

Badania genów nodulinowych u grochu doprow a
dziły do identyfikacji innych wczesnych nodulin [11], 
PsENOD2  i PsENOD14  kodują homologiczne poli- 
peptydy o masie cząsteczkowej 6 kDa. Białka te 
posiadają N-końcową sekwencję sygnałową i cztery 
reszty cysteinowe rozmieszczone w podobny sposób 
jak  w białkach wiążących metale. Nie jest wykluczone, 
że są to białka transportujące do bakteroidów żelazo 
lub molibden, niezbędne dla funkcjonowania nitroge- 
nazy [4, 5].

W komórkach parenchymy brodawek soi i grochu 
stwierdzono ekspresję genu ENOD2  [10, 11]. Obydwa 
białka są strukturalnie podobne do białka kodowane
go przez PsENOD12  i przypuszczalnie są także skład
nikami ściany komórkowej. Ze względu na lokalizację 
w komórkach parenchymy wydaje się, że białka te 
mogą współdziałać w tworzeniu bariery tlenowej zape
wniającej wewnątrz brodawki odpowiednie mikro- 
środowisko dla funkcjonowania wrażliwej na tlen 
nitrogenazy.

Wiele uwagi poświęcono ostatnio ENOD40, który 
został sklonowany z grochu, soi i lucerny [11]. Gen ten 
podlega ekspresji podczas intensywnych podziałów 
merystematycznych prowadzących do wytworzenia 
brodawki [11-13]. Badania wykazały brak homologii 
z jakąkolwiek znaną sekwencją. Ustalono natomiast, 
że sekwencje kodowane przez ENOD40  są poliadeny- 
lowymi transkryptami o długości 700 par zasad nie 
zawierającymi długiej ramki odczytu, co sugeruje, że 
nie białko, lecz m RN A  może być aktywnym produk
tem pełniącym regulatorowe funkcje we wczesnych 
etapach powstawania brodawki [11, 13]. Jest to dość 
oryginalna sugestia, k tóra jak dotąd nie znalazła 
potwierdzenia w rezultatach uzyskanych przez innych 
badaczy. Wykazano natomiast, że ENOD40  wprow a
dzony do tytoniu, rośliny nie należącej do Legumino- 
sae, wywoływał efekty charakterystyczne dla niektó

rych fitohormonów indukując podziały komórkowe 
[85-87], Porównanie sekwencji klonów ENOD40  
z transformowanego tytoniu oraz kilku m otylkow a
tych wykazało obecność wysoko konserwatywnych 
fragmentów kodujących oligopeptydy złożone z 10 
aminokwasów (tytoń) i 12-18 aminokwasów (soja, 
groch, lucerna i wyka) [86, 87], W badaniach in vitro 
prowadzonych na protoplastach dzikiego tytoniu wy
kazano, że peptydy te, w stężeniach 10“ 12- 10 16 
M zmieniały odpowiedź na auksyny indukując po 
działy protoplastów przy hamujących stężeniach ho r
monu. Niewykluczone, że czynniki Nod mogą in
dukować podziały kom órkow e w szlaku niezależnym 
od sygnału auksynowego i to w stężeniach ponad 
dwukrotnie niższych od stężenia auksyn. Wskazują na 
to uzyskane ostatnio interesujące wyniki badań in 
vitro, które wykazały, że protoplasty tytoniu ulegają 
podziałom kom órkow ym  w wyniku aktywacji przez 
czynniki N od genu A X I 1 , który jest indukowany przez 
auksyny i cytokininy w czasie podziałów k o m órko
wych [88],

Odkrycie peptydu kodowanego przez ENOD40  ma 
znaczenie nie tylko dla poznania molekularnych pod
staw wytwarzania brodawek w procesie symbiozy. Jest 
ono niezwykle istotne dla badań mających na celu 
identyfikację nowych cząsteczek sygnałowych pełnią
cych, podobnie jak  klasyczne fitohormony, funkcje 
regulatorowe w procesach wzrostu i rozwoju roślin. 
W 1991 r. doniesiono o odkryciu systeminy, pierw
szego roślinnego peptydu aktywnego w procesach 
związanych z odpornością roślin na zranienia [89, 90]. 
Produkt genu ENOD40  byłby drugim przykładem 
aktywnego peptydu uczestniczącego w morfogenezie 
roślin i dowodem na to, że funkcjonowanie peptydów 
jako związków sygnałowych nie ogranicza się tylko do 
świata zwierzęcego.

VI-2. Późne geny nodulinowe

Późne geny nodulinowe (NOD)  podlegają ekspresji 
tuż przed lub w czasie wiązania azotu atmosferycz
nego. Białka kodowane przez te geny są niezbędne dla 
funkcjonowania brodawki, ale niektóre spośród nich 
są obecne także poza brodawką, w innych częściach 
rośliny i podlegają ekspresji nie tylko podczas sym
biozy [15].

Spośród genów NOD  najlepiej scharakteryzowana 
jest rodzina genów kodujących leghemoglobinę, biał
ko, które bardzo obficie występuje w brodawce, s tano
wiąc do 25% wszystkich białek rozpuszczalnych [12, 
14,89]. Leghemoglobina jest hemoproteiną o wysokim 
powinowactwie do tlenu, wykazującą znaczną homo- 
logię i s trukturalne podobieństwo do zwierzęcej hem o
globiny [91]. W dojrzałej brodawce białko to pełni 
ważną rolę jako  istotny element mechanizmu chronią
cego nitrogenazę przed zbyt wysokim stężeniem tlenu, 
a jednocześnie zapewniającego dostateczną ilość gene
rowanej w procesach oksydacyjnych energii niezbęd
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nej dla reakcji katalizowanej przez ten enzym [12].
Inne późne geny nodulinowe kodują enzymy lub 

podjednostki enzymów uczestniczących w metaboliz
mie i transporcie azotu (syntaza glutaminianowa, 
syntaza glutaminowa, aminotransferaza asparaginia- 
nowa, oksydaza moczanowa) i węgla (syntaza sacharo
zy, karboksylaza fosfoenolopirogronianowa) [15, 75], 
Te geny nie są specyficzne tylko dla symbiotycznych 
brodawek, lecz podlegają ekspresji również w innych 
częściach rośliny, choć nie jest wykluczone, że enzymy 
kodowane przez geny brodawkowe mogą różnić się 
kinetyką lub właściwościami immunologicznymi od 
enzymów syntetyzowanych poza brodawką.

Produktem  późnych genów nodulinowych są także 
niektóre białka znajdujące się w błonie peribakteroido- 
wej [15]. Błona peribakteroidowa otacza mikrosym- 
bionty uwolnione z nici infekcyjnej w procesie en- 
docytozy do cytoplazmy komórek gospodarza. Błona 
ta odgrywa ważną rolę w kontroli wymiany metaboli
tów [12]. Sugeruje się, że może mieć ona także 
znaczenie dla ochrony przed fitoaleksynami, wytwa
rzanymi w komórkach roślinnych w odpowiedzi na 
infekcję bakteryjną [75], PBM pochodzi z błony 
plazmatycznej komórek roślinnych, ale jej specyficzne 
właściwości są determinowane obecnością późnych 
nodulin.

Ostatnio zidentyfikowano nowe geny NOD  z Vicia 
faba{VfNOD32) i Lotus japonicus (Lj N  O D 16), które ko
dują białka o nieznanych na razie funkcjach [92, 93],

V II. U w agi końcow e

W ostatnich latach dokonano istotnego postępu 
w poznaniu molekularnych podstaw symbiozy roślin 
motylkowatych z rizobiami. Szczególne osiągnięcia 
można obserwować w zakresie charakterystyki związ
ków sygnałowych i wzajemnej wymiany sygnałów, 
k tóra  jest podstawą efektywnych oddziaływań sym
biotycznych. Czynniki Nod, bakteryjne związki syg
nałowe indukują specyficzne odpowiedzi komórek 
roślinnych poprzez aktywację ekspresji genów, jednak 
mechanizm tej aktywacji nie jest znany. Szczególnie 
istotne jest uzyskanie odpowiedzi na pytania dotyczą
ce percepcji i transdukcji sygnału. Znaczne rozmiary 
i złożona budowa chemiczna czynników N od są raczej 
przeszkodą w ich swobodnym wnikaniu do komórek, 
zarówno systemem symplastu jak i apoplastu. Nie 
stwierdzono, jak dotąd, obecności czynników Nod 
w cytoplazmie komórek odpowiadających na te zwią
zki. Ze względu na to, że czynniki N od wykazują 
aktywność przy bardzo niskich stężeniach, a ich specy
ficzność względem gospodarza jest determinowana 
obecnością określonych podstawników w szkielecie 
cukrowcowym, sugeruje się, że cząsteczki te są rozpoz
nawane przez receptory znajdujące się w komórkach 
roślinnych [2, 8, 13]. Niestety wyniki poszukiwań 
receptorów N F  są na razie skromne i sprowadzają się 
do identyfikacji dwóch białek wiążących czynniki Nod

z R. meliloti, wyizolowanych z frakcji mikrosomalnej 
ekstraktów korzeni Medicago truncatula i ekstraktów 
z kultur tkankowych Medicago varia [94, 95].

Nie jest jasne, czy oligosacharydy lipochitynowe 
indukują odpowiedź komórek bezpośrednio, czy od
bywa się to w szlaku transdukcji sygnału za pośrednict
wem wtórnych przekaźników. Przypuszczalnie czyn
niki Nod są tylko sygnałem pierwotnym, który wpływa 
na zmianę stosunku auksyny/cytokininy poprzez pod
niesienie poziomu cytokinin [19, 20], Zachwianie 
równowagi tych fitohormonów' mogłoby stanowić 
wtórny sygnał indukujący podziały kom órkowe i po 
wstanie brodawki. Jak już wcześniej wspomniano, 
czynniki N od aktywują transkrypcję wczesnego genu 
nodulinowego ENOD40 , którego produkt zmienia 
odpowiedź komórek na auksyny indukując podziały 
komórkowe [86], Powyższą sugestię potwierdzać m o
gą także wyniki doświadczeń, w których mutanty  nod~ 
R. meliloti, nie syntetyzujące czynników Nod, odzys
kiwały częściowo zdolność infekcji po wprowadzeniu 
do ich genomu genu uczestniczącego w syntezie jednej 
z cytokinin, zeatyny [19]. Ponadto  obserwowano, że 
kwas 2,3,5-trójjodobenzoesowy (TIBA) oraz kwas 
/V-(l-naftyl)-ftalamowy (NPA), które są inhibitorami 
polarnego transportu auksyn, indukują powstawanie 
na korzeniach lucerny struktur podobnych do b roda
wek, w których może zachodzić ekspresja wczesnych 
genów nodulinowych [96], Niewykluczone, że czyn
niki Nod mogą zmieniać stosunek fitohormonów' 
poprzez wpływ na syntezę endogennych inhibitorów 
polarnego transportu auksyn, za które uważa się 
fiawonoidy [97], Potwierdzałyby to wyniki badań 
wskazujące na to, że N F stymulują ekspresję syntazy 
chalkonowej, kluczowego enzymu w syntezie flawono- 
idów [98-101]. Tak więc fiawonoidy syntetyzowane 
w' korzeniu, nie tylko umożliwiają chemotaksję rizo
biów w kierunku rośliny-gospodarza i aktywują bak
teryjne geny nod, ale być może także regulują stosunek 
auksyny/cytokininy w komórkach korzenia.

Przedstawiony przegląd uzyskanych w ciągu ostat
niej dekady rezultatów badań nad wczesnymi etapami 
symbiozy skłania do sugestii, że czynniki N od mogą 
być rozważane jako regulatory wzrostu roślin [102, 
103]. Ze względu na to, że zawierają w swojej cząstecz
ce szkielet cukrowcowy wymieniane są jako przed
stawiciele oligosacharyn, nowej klasy roślinnych regu
latorów wzrostu, do której należą aktywne biologicz
nie oligosacharydy biorące udział w kontroli ekspresji 
genów [104], Więcej informacji o tej klasie związków 
zainteresowany Czytelnik może znaleźć w pracy opub
likowanej w „Postępach Biologii Komórki” [90],
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SPRAWOZDANIE

XXXIII ZJAZD  
POLSKIEGO T O W A R Z Y S T W A  B IO C H EM IC ZN EG O  

Katowice, 9— 12 wrzesień 1997
Sprawozdanie

W dniach 9-12 września 1997 roku obradował w Katowicach XXXIII Zjazd Polskiego Towarzystwa 
Biochemicznego pod honorowym patronatem Jego Magnificencji Rektora Śląskiej Akademii Medycznej 
Profesora Zbigniewa Religi, Jego Magnificencji Rektora Uniwersytetu Śląskiego Profesora Tadeusza Sławka, 
Jego Magnificencji Rektora Akademii Wychowania Fizycznego Profesora Janusza Nowotnego, i Dyrektora 
Instytutu Biologii Doświadczalnej i Sieci Biologii Molekularnej i Komórkowej UNESCO/PAN Profesora 
Macieja Nałęcza.

W Zjeździe wzięło udział około 750 osób z kraju i zagranicy, w tym ośmiu biochemików pochodzenia 
polskiego z Białorusi, których pobyt sfinansowało Stowarzyszenie „Wspólnota Polska” .

Wydawnictwami Zjazdu były: trzy Komunikaty, informujące na bieżąco o Zjeździe i zaawansowaniu prac 
organizacyjnych; Program Zjazdu liczący 55 stron; oraz książka Streszczenia referatów, w  której na 223 
stronach znalazło się 586 streszczeń wykładów i doniesień zjazdowych.

Obrady Zjazdu odbywały się w budynkach Zakładów Teorii Medycyny oraz w budynku Centralnego 
Szpitala Klinicznego Śląskiej Akademii Medycznej w Katowicach-Ligocie w dniach 10-12 września 1 997 r.

Uroczyste otwarcie Zjazdu odbyło się 9 września o godz. 18.00 w Górnośląskim Centrum Kultury. 
Wszystkich uczestników Zjazdu i zaproszonych gości powitała Przewodnicząca oddziału katowickiego 
PTBioch i Komitetu Organizacyjnego dr hab. Iwona Żak. W imieniu JM Rektora ŚAM przywitał zebranych 
Prorektor ds Nauki Prof. Tadeusz Wilczok, następnie Rektor Uniwersytetu Śląskiego Prof. Tadeusz Sławek po 
powitaniu, złozył wszystkim uczestnikom zyczenia satysfakcji naukowych podczas obrad Zjazdu.

Profesor Liliana Konarska, Prezes Polskiego Towarzystwa Biochemicznego po szczególnie serdecznym 
powitaniu wszystkich zebranych, omówiła biochemiczne wydarzenia oraz działalność Towarzystwa Bio
chemicznego w  minionym roku, po czym przystąpiła do uroczystości wręczania nagród laureatom Polskiego 
Towarzystwa Biochemicznego. Nagrodę im. Prof. Jakuba Parnasa w  konkursie za najlepszą pracę doświad
czalną otrzymał zespół w składzie Danuta Płochocka, Marek Wełnicki, Piotr Zielenkiewicz, Włodzimierz 
Ostoja-Zagórski z Instytutu Biochemii i Biofizyki w Warszawie za publikację „Three-dimensional model of the 
polyviral genome-linked protein”  ogłoszoną w Proceeding of the National Academy of Sciences of USA, 
1 996, 93,1 21 50-1 21 54. Sponsorem nagrody jest Molecular Research Center z San Sineti, USA. Nagrodę im. 
Prof. Bolesława Skarżyńskiego otrzymali Bogdan Falkiewicz i Bogdan Liberek z Zespołu Chemii Am ino
kwasów i Peptydów Uniwersytetu Gdańskiego za prace „Budowa i funkcja antygenów zgodności tkankowej 
(MHC) klasy I”  oraz „Budowa i funkcja antygenów zgodności tkankowej (MHC) klasy II”  opublikowane 
w Postępach Biochemii 1996, 42, (1), 41-47; (4), 340-349. W pierwszej edycji Konkursu Sekcji Kwasów 
Nukleinowych Zarządu Głównego i Firmy Sigma-Aldrich nagrodę otrzymali L. Woźniak, J. Pyzowski, W. J. 
Stec z Centrum Badań Molekularnych i Makromolekularnych w  Łodzi za publikację „N ew  approach to the 
synthesis of oligonucleoside methane phosphonates”  ogłoszoną w J. Organie Chemistry 1 996, 61, 879-881.

Wydarzeniem naukowym ceremonii był wykład inauguracyjny Prof. Aleksandra Koja z Uniwersytetu 
Jagiellońskiego pt. „Roia cytokin w  indukcji i hamowaniu stanu zapalnego” .

Na zakończenie, w  części artystycznej wystąpił Chór Zespołu Pieśni i Tańca „Śląsk”  sponsorowany przez 
Firmę Perkin-Elmer, po czym uczestnicy Zjazdu witali się tradycyjną lampką wina.

Program naukowy Zjazdu obejmował 8 sesji tematycznych:
1) Struktura i funkcja genu i genomu (org. dr hab. Zdzisław Krawczyk) — sympozjum sponsorowane przez 

Polską Sieć Biologii Komórkowej i Molekularnej UNESCO/PAN;
2) Patobiochemia tkanki łącznej (org. dr hab. Krystyna Olczyk, prof. dr habr. Edward Bańkowski, prof. dr hab. 

Marian Drożdż);
3) Problemy biochemiczne w  biologii i medycynie środowiskowej (org. dr hab. Sylwia Łabuzek);
4) Biotechnologia (org. prof. dr hab. Jerzy Chmielowski);
5) Rodniki tlenowe i antyoksydanty (org. dr hab. Roman Tarnawski);
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6) Postępy biochemii klinicznej (org. dr hab. Iwona Zak, prof. dr hab. Władysław Grzeszczak) — sympozjum 
sponsorowane przez Ministerstwo Zdrowia i Opieki Społecznej);

7) Biochemia wysiłku fizycznego (org. dr hab. Barbara Kłapcińska).
8) Doniesienia różne (org. dr hab. Ludmiła Węglarz).

Obrady toczyły się w  czterech równolegle biegnących sesjach tematycznych, co niestety zmuszało 
uczestników Zjazdu do trudnych wyborów i rezygnowania z niektórych wykładów. Poszczególnym sesjom 
wykładowym towarzyszyły przynależne im tematycznie sesje plakatowe, każdego dnia prezentowano również 
doniesienia różne.

W czasie Zjazdu przeprowadzono dwa konkursy. Konkurs im. Prof. Włodzimierza Mozołowskiego za 
najlepszą pracę przedstawioną na Zjeździe przez młodego biochemika (do 30-tego roku życia) odbył się pod 
przewodnictwem Profesora Jerzego Popinigisa (Gdańsk). Przyznano dwie równoległe nagrody, które 
otrzymali Magdalena Pęska z Instytutu Biologii Doświadczalnej w  Warszawie za pracę „Współdziałanie 
(cross-talk) różnych dróg sygnałowych w regulacji ekspresji genu dekarboksylazy ornitynowej (ODC) 
w  nerce mysiej”  oraz Marcin Schmidt z Uniwersytetu Adama Mickiewicza w Poznaniu za pracę „Ludzki 
homolog genu le thal(2)neighbour o f tid  Drosophila melanogaster jako nowy marker zmian now otw oro
w ych” . Konkurs im. Prof. Janiny Opieńskiej-Blauth za najlepszą prezentację przedstawioną przez autora- 
-studenta, który w momencie przysłania streszczenia nie posiadał jeszcze dyplomu ukończenia studiów, odbył 
się pod przewodnictwem Profesora Tomasza Borkowskiego (Lublin). Laureatem konkursu został Tomasz 
Wojciechowski, student V roku z koła naukowego przy Katedrze Biochemii AM w Gdańsku za prezentację 
„Histochemiczna metoda wykrywania produktów peroksydacji l ip idów” . Nagrody zostały wręczone przez 
Profesor Lilianę Konarską podczas uroczystości zakończenia Zjazdu.

Ważną inicjatywą o znaczeniu popularyzacyjnym było zaproponowanie przez Redakcję czasopisma Acta 
Biochimica Polonica wydanie referowanych lub zgłoszonych na sesję plakatową prac Sympozjum Struktura 
i funkcja genu i genomu. W wyznaczonym terminie wpłynęło do Redakcji 9 oryginalnych prac badawczych. 
Prace, które otrzymają pozytywne recenzje będą opublikowane w ostatnim numerze 1 997 r. ABP. Z podobną 
propozycją upowszechnienia prac wygłoszonych na Sympozjum Postępy Biochemii Klinicznej wystąpiła 
Redakcja Wiadomości Lekarskich.

Wśród imprez towarzyszących dużym zainteresowaniem cieszyły się liczne wystawy firm oferujących na 
Zjeździe aparaturę, sprzęt i chemikalia niezbędne do badań. Inną atrakcją, z której korzystali uczestnicy Zjazdu, 
było zwiedzanie Zamku Pszczyńskiego lub Sztolni Czarnego Pstrąga w Tarnowskich Górach. Spotkania 
towarzyskie dopełniły zestawu imprez towarzyszących, mających na celu zintegrowanie społeczności 
biochemicznej.

Informacje o Zjeździe podało Radio i Telewizja Katowice. Z okazji XXXIII Zjazdu PTBioch Telewizja 
Katowice wyemitowała okolicznościowy program poświęcony biochemii śląskiej, w której uczestniczyli dr 
hab. Joanna Rzeszowska-Wolny z Instytutu Onkologii w  Gliwicach, prof. dr hab. Tadeusz Wilczok z Katedry 
Biochemii i Biofizyki ŚAM w Sosnowcu, dr hab. Iwona Zak z Katedry i Zakładu Biochemii i Chemii ŚAM 
w Katowicach. Na antenie przedstawiono pracownie Katedry Biochemii i Chemii ŚAM, natomiast kierownik 
Katedry prof. dr hab. Marian Drózdz omówił wiodące kierunki badawcze Katedry.

Na zakończenie chciałabym w imieniu organizatorów Zjazdu bardzo serdecznie podziękować koleżankom 
i kolegom z katowickiego oddziału Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, członkom, studentom i sym
patykom za wspaniałą pomoc w dniach poprzedzających Zjazd i w gorących dniach trwania Zjazdu.

Organizatorom XXXIV Zjazdu PTBioch w Białymstoku zyczę samych sukcesów.

Iwona Zak

Do członków 
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

Zarząd P.T.Bioch. uprzejmie prosi wszystkich członków o wpłatę 
zaległych i bieżących składek członkowskich. Zachęcamy także do 
zaprenumerowania „Postępów Biochemii” .
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